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Résumé
L’organe dentaire est couramment utilisé pour étudier l’organogenèse et la formation des
tissus calcifiés. La matrice extracellulaire de ces tissus contient une quantité minime de
protéines non-collagéniques (PNCs), néanmoins, celles-ci jouent un rôle majeur dans la
régulation des événements cellulaires et matriciels. Malgré des progrès considérables, les
mécanismes précis de l’action des PNCs ne sont pas encore établis.
Afin de pouvoir manipuler expérimentalement les tissus calcifiés, nous avons tiré avantage
du modèle de la ‘fenêtre chirurgicale’ dans l’os de la mandibule et du tibia chez le rat.
Celui-ci permet d’administrer localement divers agents biologiques à l’aide d’une mini-
pompe osmotique. Cette approche a été combinée de façon innovatrice au traçage
moléculaire, à la mutagenèse dirigée et à la transgénèse pour des études fonctionnelles sur
deux PNCs majeures de l’os t l’ostéopontine (OPN) et la sialoprotéine osseuse (BSP), et
une PNC amélaire : l’améloblastine (AMBN).
Nous avons étudié si l’OPN trouvée aussi dans la circulation et le liquide interstitiel
participe à la formation de l’os. La protéine extraite de l’os du rat a été conjuguée au
dinitrophénol (DNP) afin de la distinguer des protéines endogènes. Le complexe OPN-DNP
a été infusé et son cheminement suivi dans le temps par immunolocalisation à l’or colloïda].
Les résultats ont démontré, pour la première fois dans un contexte physiologique, que
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l’OPN circulante s’incorpore dans la matrice osseuse. Cette forme d’OPN, que l’on croyait
jusqu’à présent non fonctionnelle en minéralisation, aurait un champ d’action plus vaste
que prévu. Les PNCs circulantes pourraient donc avoir un impact inattendu sur les
événements initiaux de la formation osseuse pour lesquels peu de molécules sont requises.
L’implication des motifs d’acides glutamiques de la BSP dans l’adhésion au minéral a
ensuite été évaluée. La protéine recombinante native et la forme mutante dont les séquences
ont été remplacées par des alanines, ont été conjuguées au DNP et infusées. La distribution
et la quantification de ces protéines sur les surfaces osseuses ont été déterminées par
immunocytochimie. La substitution de ces groupements produit une différence significative
dans la capacité de liaison de la BSP à la matrice osseuse minéralisée. Ces résultats ont
validé chez l’animal une fonction fondée sur des analyses in vitro et des prédictions in
silico, et suggèrent que ces motifs interviennent dans l’activité de la BSP dans
l’environnement osseux.
f inalement, nous avons effectué du transfert de gène à l’aide de lentivirus codant pour la
protéine fluorescente verte et 1’AMBN. L’expression des protéines a été révélée par
immunohistochimie. Cette transgénèse locale nous a permis, pour la première fois, de cibler
directement les cellules qui constituent le tissu osseux, et d’y exprimer de façon stable une
protéine pertinente à la minéralisation provenant d’un autre tissu. Cette preuve de principe
représente une étape essentielle pour l’application de la transgénèse locale dans des
modèles de formation, réparation et pathologie osseuse.
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En conclusion, notre approche expérimentale apporte de nouvelles perspectives sur la
fonction de l’OPN et de la BSP, et notamment surmonte les difficultés normalement
rencontrées lors du transfert de gènes dans les tissus calcifiés.
Mots-clés : Tissus calcifiés, Matrice extracellulaire, Protéines non-collagéniques, Modèle
animal.
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Abstract
The tooth organ and surrounding periodontal tissues are extensively used in developmental
biology to study organogenesis and investigate the events that regulate the formation of
calcified tissues. Non-collagenous matrix proteins (NCPs) are minor components of these
tissues but they regulate important cellular and matrix events. Despite major progress in our
knowledge on calcified tissues, the molecular mechanisms regulating their formation are
stiil flot completely understood.
We have taken advantage of the characteristics of the ‘bony window’ mode! to manipulate
the events involved in the formation of calcified tissues. Ibis approach consists of an
osmotic minipump hooked to a ‘window’ created in the bone of the hemimandible and in
the tibia of rats which allows the local delivery of biological agents. This system bas been
applied with tracer studies, site-directed mutagenesis and transgenesis to generate pertinent
fundamental information on the function of two multifunctional NCPs found in bone:
osteopontin (OPN) and bone sialoprotein (BSP), and an enamel NCP: ameloblastin
(AMBN).
First, tracer studies were done with OPN, an NCP also found in tissue fluids, to detennine
whether this circulating form of OPN may also participate in active bone formation. Intact
molecules, extracted from rat bone, were tagged with dinitrophenol (DNP) to distinguish
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them from endogenous molecules. DNP-tagged molecules were infused and their sites of
actionlaccumulation were immunolocalized using colloidal gold labeling. Our resuits show,
for the first time in the complex in vivo environment, that circulating form of OPN can
integrate into forming bone and suggest that such molecule couid play a more active role
than previously suspected during bone formation. Circulating NPCs may intervene in initial
events ofmineralization where only few molecuies are necessary.
Then, we have evaluated the contribution of proposed functional glutamic acid domains on
the minerai binding capacity of BSP. Both a native BSP and a mutated form of BSP on
which glutamic acid-rich sequences were repiaced with alanine groups were tagged with
DNP. Following their infusion, the distribution of BSP-DNP was reveaied using
quantitative immunogold labeling. We have observed a significative reduction in the
binding capacity to mineralized surfaces of the mutated protein. These experiments, under
physiological conditions, are in agreement with the reported in vitro assays and in silico
predictions on the participation of these groups in the minerai binding activity of BSP.
Finally, we have used gene transfer studies using a ientiviral vector encoding for the green
fluorescent protein and AMBN to create local transgenic conditions. Foilowing the
infusion, protein expression was visualized using immunohistochemistry. Resuits from our
study demonstrate that this approach can be used to efficiently transduce and stably express
matrix proteins, and to directly target osteogenic ceils. This proof of principle is a
oviii
mandatory step in the development of nove! gene transfer strategies for hard tissue repair
and treatment ofpathologica! bone loss.
In conclusion, our experimental approach generated new information on the function of
OPN and BSP, and importantly established the feasibility of using gene transfer in calcified
tissues.
Keywords: Calcified tissues, Extracellutar matrix, Non-collagenous proteins, Animal
model.
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CChapitre 1
- Introduction
La biologie du développement a comme objectif général d’étudier, d’interpréter et
d’intégrer les divers mécanismes cellulaires et moléculaires dans un cadre tissulaire et
organique. Chaque tissu possède un phénotype spécifique mais des homologies
morphogénétiques existent entre eux. Au cours des années, les informations concernant
l’organogenèse, la morphogenèse et l’histodifférentiation ont permis de cerner les
changements moléculaires et les patrons d’expression génétique accompagnant ces
mécanismes cellulaires.
Les tissus calcifiés dentaires
La dent représente un modèle original et captivant pour la biologie du développement. Son
apport à l’acquisition de connaissances sur les mécanismes cellulaires ne cesse de grandir.
Les recherches à ce niveau ont démontré l’importance des interactions épithélio
mésenchymateuses, séquentielles et réciproques, pour l’initiation de la formation de la dent,
pour l’acquisition d’une fonne spécifique ainsi que pour la différentiation des améloblastes
et des odontoblastes (revues de Thesleff et aï. 1981; 1996; Ruch 1987; 1995; Slavkin 1990;
Jernvall et aï. 2000). Toutefois, les processus précis impliqués dans la régulation de ces
évènements sont encore méconnus.
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La dentition des rongeurs est particulièrement intéressante pour examiner ces phénomènes.
Celle-ci est composée de deux paires d’incisives et de six paires de molaires situées à la
partie postérolatérale. L’incisive, dont l’aspect cylindrique lui confère une apparence
unique, a une croissance continue. Dans sa partie apicale, il existe des zones de
prolifération, de croissance cellulaire et de potentiel d’éruption conservées durant toute la
vie de l’animal (Smith 1975) (Figure 1, page 2). Ainsi, dans une hémimandibule de rat, on
peut trouver toutes les composantes nécessaires à la croissance et à la maturation d’une dent
et les données recueillies peuvent être extrapolées à l’humain. De plus, contrairement aux
autres organes d’origine épithélio-mésenchymateuse, la mandibule du rat est caractérisée
par la présence de tissus calcifiés collagéniques (cément, dentine et os alvéolaire) et non
collagéniques (émail, cément acellulaire afibrillaire) (Bosshardt et aÏ. 1998). Ceci en fait
donc un modèle remarquable pour caractériser et comparer les évènements cellulaires et
extracellulaires menant à la formation de ces tissus.
Figure 1: Schéma représentattf ittustrant tes différents compartiments d’une
hémimandibute de rat. La position de la fenêtre chirurgicale, près de la partie apicale de
l’incisive, permet d’accéder aux différents tissus et régions de l’organe dentaire. PS, stade
de présécrétion; S, stade de sécrétion; M, stade de maturation (schéma adapté de Lavoie
2001).
Zone active
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Zone de
division
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différentiation Zone active Zone
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C 3Amelogenese
Pour former une couche d’émail, les améloblastes doivent traverser trois phases: la
présécrétion, la sécrétion et la maturation (revue de Nanci 2003). Durant le stade de
présécrétion, les améloblastes se préparent à synthétiser la matrice organique, ils
s’allongent, développent leurs organites de sécrétion protéique (le réticulum endoplasmique
rugueux et le golgi), polarisent leur noyau et élaborent des précurseurs de protéines
amélaires. L’étape de sécrétion correspond au déversement continu des protéines
matricielles et à la minéralisation partielle de l’émail. Enfin, au cours de la maturation, les
améloblastes varient leur morphologie à la surface apicale de façon cyclique, passant d’une
surface lisse à plissée (prolongement de Tomes). Grâce à cette «modulation», la phase
organique est éliminée, alors que les sels et minéraux (phosphate de calcium et carbonate
de calcium) sont déposés dans la matrice pour permettre la minéralisation finale de l’émail
(revues de Warshawsky 1985: Simmer et aï. 1995).
La matrice extracellulaire des tissus calcifiés dentaires
On pourrait croire, à première vue, que l’os et l’émail sont deux matrices différentes. La
matrice osseuse est principalement constituée de protéines non-collagéniques (PNC5) et de
collagène de type I qui offre un support structural aux tissus et aux cristaux. Ces PNCs sont
produites par des cellules de type mésenchymateux : les ostéoblastes. Dans l’émail, les
cellules sont plutôt de type épithélial. La phase organique de l’émail, dépourvue de
collagène, est graduellement enlevée lors de l’étape de maturation. La matrice
C extracellulaire de l’os est déposée avant d’être minéralisée, celle de l’émail se minéralise
4immédiatement après sa sécrétion. Seul l’os peut subir un remodelage et une résorption de
sa matrice. Les propriétés des cristaux de l’os et de la dent sont différentes, entre autres au
niveau de leur taille, leur composition et leur stoechiométrie.
Cependant, les tissus calcifiés partagent quelques similarités fondamentales au niveau de
leur structure et de leur formation. La matrice extracellulaire contient des protéines qui
organisent les ions de calcium et de phosphate en une matrice minéralisée et structurée. La
matrice organique contient, à l’exception de l’émail dentaire et du cément acellulaire
afibrillaire, du collagène de type I. Toutefois, malgré la prédominance du collagène de type
I dans la matrice extracellulaire, les PNCs régulent la nucléation, la croissance et la forme
des cristaux. Ces protéines multifonctionnelles sont importantes puisqu’elles contrôlent à la
fois les événements cellulaires et matriciels. Les caractéristiques et les fonctions des
principales protéines amélaires et ceux de la matrice osseuse seront discutées.
Les protéines amélaires
L’émail, d’origine épithéliale, possède une matrice organique composée exclusivement de
deux familles de PNCs: les amélogénines (90%) et les non-amélogénines (1-3%) (revue de
Fincham et aÏ. 1999; revue de Nanci et aÏ. 1996; Nanci et aï. 1998; revue de Smith et aï.
1996; revue de Smith 1998). Les amélogénines (AMEL) (5-30 kDa) s’accumulent dans
l’émail durant le stade de sécrétion et en moindre quantité près du site de croissance des
cristaux (Nanci et aï. 199$). Elles subissent une dégradation continue, en fragment de faible
(J poids moléculaire durant la phase de maturation, pour laisser place à la phase minérale
5correspondant à 95% du poids de l’émail (Nanci et aï. 1996; 199$). Les gènes d’ÀMEL
humains et bovins sont localisés sur les chromosomes sexuels X et Y, tandis que chez la
souris et le rat, ils se retrouvent uniquement sur le chromosome X (revue de Fincham et aï.
1999). Les divers isoformes d’AMEL que l’on trouvent dans l’émail résultent de l’épissage
alternatif de l’acide ribonucléique messager (ARNm) (revues de Simmer 1995; Veis 2003).
L’AMEL a des propriétés bipolaires lui permettant de s’auto-assembler en nanosphères
ayant un diamètre de 12-20 nm (fincham et aï. 1994; 1995; Moradian-Oldak et aï. 1994;
Paine et al. 1997; revue de Paine et al. 2005). L’élimination de cette protéine est essentielle
pour la croissance des cristaux. Elle régulerait leur grosseur, leur taille et leur orientation
(Deutsch et aï. 1995; Beniash et aï. 2005). La prédominance de l’AMEL dans l’émail,
l’apparition d’un phénotype semblable à celui de l’amélogénèse imparfaite chez les
animaux déficients (knock-out, KO) en AMEL et sa conservation au cours de l’évolution lui
confèrent une importance pour la minéralisation de l’émail (revue de Fincham et aÏ. 1999;
Gibson et aÏ. 2001; revue de Paine et al. 2005).
L’améloblastine (AMBN), l’énaméline (ENAM), la tufleline et une protéine sulfatée
composent la famille des non-amélogénines. Ces molécules sont généralement hydrophiles,
phosphorylées, glycosylées et/ou sulfatées. Dans cette famille de protéines, l’AMBN (60-
70 kDa) est aussi connue sous le nom d’Améline ou de Sheathline (Krebsbach et aÏ. 1996;
Brookes et al. 2001). Le gène d’AMBN est localisé sur le chromosome 4 chez l’humain et
sur le chromosome 5 chez la souris. Quatre isoformes résultant de l’épissage alternatif de
l’ARNm ont été trouvés (Lee et aï. 2003). L’AMBN est normalement produite par les
améloblastes et de façon transitoire par les cellules de la gaine d’Hertwig et les
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préodontoblastes (fong et aï. 1996; Bosshardt et al. 1998; Simmons et aÏ. 1998). À
l’inverse de I’AMEL, la protéine intacte d’AMBN (60-70 kDa) s’accumule à la surface de
l’émail en formation, au site de croissance des cristaux et ce durant les stades de sécrétion
et de maturation (Nanci et al. 1998; Uchida et aï. 1998). L’AMBN est rapidement dégradée
durant le stade de maturation en fragments de 13-17 kDa et ceux-ci se retrouvent dans la
région plus profonde de l’émail (Nanci et aï. 199$; revue de fincham et aI. 1999; revue de
Brookes et aÏ. 2001). Hu et aÏ. (1997) et Nanci et aÏ. (1998) ont proposé que cette protéine
agirait sur la promotion de la formation des cristaux, sur leur élongation, sur leur support et
les protègerait contre l’adsorption par les différents inhibiteurs. Puisqu’elle est exprimée de
façon transitoire par les préodontoblastes, elle pouffait servir de molécule de signalisation
lors des interactions épithélio-mésenchymateuses (Nanci et aï. 1998). Récemment,
Fukumoto et aÏ. (2004) ont suggéré que l’AMBN pourrait jouer un rôle dans l’adhésion et
la différentiation des améloblastes. Une séquence consensus Aspartate-Glycine-Glutamate
Alanine (DGEA) permettant l’interaction avec les intégrines a été rapportée chez le rat et la
souris, et pourrait interagir à la surface des améloblastes avec les ions phosphates (Cemy et
aÏ. 1996; Lee et aÏ. 2003). Cependant, puisque cette séquence n’est pas conservée entre les
espèces, cette fonction ne peut être essentielle à la croissance des cristaux. L’AMBN
possède un site potentiel de phosphorylation pour la caséine kinase II (CKII) similaire à
celui de la sialoprotéine osseuse (BSP) et de l’ostéopontine (OPN) (Krebsbach et aÏ. 1996).
De plus, les études ont démontré que le facteur de transcription Runx2 interagit avec le
promoteur de I’AMBN, la B$P et l’OPN (Ducy et al. 1997; Dhamija et aÏ. 2001).
L’importance de l’AMBN durant la formation de l’émail est aussi démontrée par le fait que
les animaux transgéniques surexprimant l’AMBN ont un phénotype semblable à celui de
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l’amélogénèse imparfaite (Paine et aÏ. 2003) et que les animaux AMBN KO présentent
plusieurs anomalies durant la formation de la dent (Fukumoto et aÏ. 2004).
Les protéines de la matrice osseuse
Les différentes PNCs retrouvées dans la matrice osseuse sont l’OPN, la BSP, l’ostéonectine
(ON ou SPARC), la fibronectine et la tenascine. En général, ces glycoprotéines sont riches
en acides sialiques. La BSP et l’OPN figurent parmi les deux principales protéines
associées à la formation de l’os et du cément (revues de Denhardt et aÏ. 1998; Sodek et al.
2000). Elles sont sécrétées de façon précoce par les cellules ostéoblastiques lors de la
minéralisation. L’OPN, une protéine phosphorylée, aussi connue sous le nom de Secreted
Phosphoprotein-1 (SPP-1), est présente dans divers tissus calcifiés (dentine, cément et os),
non minéralisés (parodonte, système vasculaire et immunitaire, rein et cancer) et les fluides
biologiques (sang, lait et urine). Cette protéine existe sous différentes formes selon le
niveau de phosphorylation. Dans la matrice osseuse, l’OPN est hautement phosphoiylée et,
comme l’AMEL, régulerait de façon négative la formation et la croissance des cristaux
(Hunter et aÏ. 1996; Wada et al. 1999; Gericke et al. 2005). Par immunocytochimie, l’OPN
a été localisée aux interfaces matricielles, sur les lignes cémententes et dans la lamina
limitans à la surface de l’os (McKee et al. 1996c; 1996a; 1996b; revue de Nanci 1999).
Ikeda et aÏ. (1992) l’ont également localisée par hybridation in situ aux sites destinés à la
résorption osseuse. Son importance dans le processus de minéralisation repose sur sa
distribution tissulaire, son affinité pour les ions de calcium et sa présence aux sites de
minéralisation.
C8-A
L’OPN, la BSP, la SPARC, la thrombospondin-l, -2 et la tenascine-C, -x font partie de la
famille des protéines matricellulaires (revues de Borustein 1995; 2002; Sodek et al. 2002;
Alford et aÏ. 2006). Ces protéines matricielles sont exprimées dans les tissus calcifiés et y
jouent un rôle de ‘modulateur biologique’ plutôt qu’une fonction de régulation de la
structure des tissus. Elles contrôlent la fonction d’une cellule grâce à des interactions
cellule-matrice, via une liaison directe avec des composants de la matrice extracellulaire,
divers récepteurs, des facteurs de croissance ou des cytokines. De plus, les animaux KO de
cette famille de protéines ne génèrent pas des phénotypes évidents.
L’OPN possède une séquence Arginine-Glycine-Aspartate (RGD) permettant l’adhésion
aux intégrines, ce qui permet d’enclencher différentes voies de signalisation cellulaire (e.g.
phosphatidyl-inositol 3-kinase, Ras/MAPK, Ras/Rho, facteur nucléaire kappa B) (revues de
Sodek et al. 2000; Denhardt et aï. 2001a; Rangaswami et aï. 2006). Ces dernières
influencent l’organisation du cytosquelette, la migration et la prolifération cellulaire, le
processus d’apoptose et la phagocytose ainsi que la séquestration des ions de calcium. Des
études immunocytochimiques ont démontré l’existence d’une forme intracellulaire d’OPN
(aussi appelé OPN intracellulaire perimembranaire) (Zohar et al. 1997; 1998). Celle-ci est
exprimée au niveau de la membrane cellulaire et est colocalisée avec le récepteur CD44
(Zohar et al. 2000; Suzuki et al. 2002). Ce complexe protéique s’associerait à trois
molécules d’actines (eznne, radixine, moesine) et serait donc impliqué dans la migration
cellulaire des fibroblastes embryonnaires, des macrophages et des cellules cancéreuses
(Zohar et al. 2004).
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L’OPN est recoimue comme une molécule pro-inflammatoire surtout sécrétée par les
macrophages et son expression a été rapportée à la phase précoce de l’activation des
cellules lymphocytaires T (revues de Denhardt et aï. 200 la; 200 lb; Sodek et aÏ. 2006). Elle
activerait également la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (e.g. interféron y ou
interleukine-12) (Ashkar et aÏ. 2000). Son activjté dépendrait de son état de
phosphorylation et de sa liaison au récepteur avJ33, via le motif RGD. Cette dernière étude a
aussi démontré qu’elle inhiberait la sécrétion des cytokines régulatrices (e.g. interleukine
10) par une liaison de la forme déphosphorylée de l’OPN au récepteur CD44. Dans un
modèle d’arthrite rhumatoïde, les souris OPN KO présentent une réduction de la
destruction articulaire, de l’angiogenèse et de l’apoptose des chondrocytes (Yumoto et aï.
2002). Cependant, un effet anti-inflammatoire de l’OPN a aussi été rapporté (Rollo et aï.
1996). Elle inhiberait la synthèse d’iNOS (Inductible Nitric Oxide Synthase) pour ainsi
réduire la quantité d’oxyde nitrique (NO) produite par les macrophages et les cellules
épithéliales des tubules rénaux (revue de Denhardt et al. 200 lb).
Dans des conditions physiologiques, l’OPN est présente dans les fluides biologiques, dont
la concentration en sel de calcium est élevée, afin d’en prévenir la minéralisation. Elle est
aussi retrouvée dans les cas de calcification ectopique comme le tartre (Kido et aÏ. 1995), la
lithiase rénale (Kobri et aÏ. 1993; McKee et aÏ. 1995), l’athérosclérose (Giachelli et al.
1993; Hirota et al. 1993; Ikeda et aï. 1993) et le rétrécissement aortique (O’Brien et al.
1995). Dans les reins, cette protéine est surtout exprimée dans l’anse de Henlé, près d’une
région propice à la précipitation des sels de calcium (McKee et aï. 1995). Dans une
C situation d’hyperoxalurie, les souris OPN KO ont formé plus de cristaux d’oxalate de
8-CC calcium dans les tubules rénaux (Wesson et aÏ. 2003). Ces études suggèrent que l’OPN
influence la nucléation, la croissance et l’agrégation des cristaux. De plus, la présence
d’OPN à ces sites de calcification a été attribuée à une production cellulaire locale (e.g.
cellules musculaires lisses et cellules endothéliales) et à une synthèse par les macrophages
(revue de Giachelli et al. 2000).
Les souris OPN KO ne présentent pas de phénotype osseux majeur. Leur développement et
leur comportement ne se distinguent pas de celui des animaux normaux (Liaw et aÏ. 1998;
Rittling et aï. 1998). Cependant, il a été montré que les os de ces animaux sont plus
résistants et ont un taux de minéralisation plus élevé (Boskey et aÏ. 2002). Dans un modèle
d’ostéoporose, les souris OPN KO ont subit une perte osseuse moins importante, malgré un
nombre d’ostéoclastes plus grand (Yoshitake et al. 1999). Les ostéoclastes formés ont un
niveau d’expression du récepteur CD44 réduit, sont moins mobiles et ne peuvent pas
correctement résorber la matrice osseuse (Chellaiah et aÏ. 2003). In vitro, Ihara et aï. (2001)
ont noté une inhibition de la résorption osseuse induite par l’hormone parathyroïde. Une
augmentation de la formation de l’os corticale a même été notée chez les souris déficientes
en OPN traitées avec cette hormone (Kitahara et aÏ. 2003). Cette protection contre la
résorption osseuse a aussi été observée chez les souris OPN KO suivant le test de la
suspension caudale (Ishijima et aÏ. 2001). Dans le cas d’une réparation tissulaire, plus de
débris tissulaires, une désorganisation du tissu et une altération de la fibrillogenèse du
collagène au site de la lésion ont été dénotés chez les souris OPN KO (Liaw et al. 1998).
C
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Les animaux déficients en OPN ne présentent aucune anormalité rénale. Toutefois,
l’obstruction urétérale et l’ischémie rénale dans ces souris ont conduit à une infiltration de
macrophages beaucoup moins importante comparativement aux animaux normaux
(Ophascharoensuk et aÏ. 1999; Persy et al. 2003). Cette molécule pourrait donc aider à
attirer les macrophages aux sites de lésions. Il est important de noter que les macrophages
et les ostéoclastes dérivent des monocytes, et par conséquent, l’OPN pourrait jouer un rôle
dans la migration et la différentiation finale des cellules précurseurs.
Dans le domaine des maladies du système cardiovasculaire, l’OPN inhibe la calcification
dans la plaque d’athérome (Giachelli et aÏ. 1993; Speer et al. 2002; revue de Speer et al.
2004; Steitz et al. 2002) et dans les bioprothèses valvulaires (Ohri et aÏ. 2005). Elle n’est
pas exprimée de façon constitutive dans le système vasculaire mais son expression est
induite suivant une lésion. Par exemple, suite à un infarctus, elle est sécrétée par les
macrophages (Muny et al. 1994). L’absence du gène de l’OPN a entraîné une mauvaise
cicatrisation du myocarde et une dilatation du ventricule gauche (Trueblood et al. 2001).
Elle est donc importante pour la sécrétion du collagène lors d’une réparation tissulaire du
tissu cardiaque. L’inactivation du gène de l’OPN, dans une souris déficiente pour la
protéine matricielle Gla, a également causé une calcification anormale des vaisseaux
sanguins (Speer et al. 2002).
L’ostéopontine est aussi impliquée dans plusieurs cancers du sein, du côlon, de la prostate,
des ostéosarcomes, des carcinomes disséminés et des mélanomes, ce qui a conduit à son
utilisation comme marqueur de la progression de la tumeur (revues de Weber 2001; Rittiing
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et aÏ. 2004). Les résultats des études sur l’OPN dans ces cancers sont souvent paradoxaux
puisque sa fonction dépend de plusieurs paramètres dont le type de tumeur, le
microenvironnement et le système expérimental utilisé. Elle est considérée comme une
molécule protumorale favorisant la formation de métastase. Suivant l’injection de cellules
mélanomiques, les animaux normaux avaient plus de métastases osseuses et pulmonaires
que les souris OPN KO (Nemoto et aÏ. 2001). Certaines études ont suggéré que cette
molécule serait impliquée dans la transformation des cellules cancéreuses (Wu et aÏ. 2000).
Par contre, Morimoto et aÏ. (2002) ont proposé qu’elle participerait à la prévention de la
transformation de ces cellules. Aussi, un plus grand nombre de métastases pulmonaires a
également été trouvé chez les souris OPN KO, mais celles-ci étaient plus petites (Crawford
et al. 1998).
La BSP (revue de Ganss et aÏ. 1999), phosphorylée, glycosylée et sulfatée, est exclusive
aux tissus minéralisés (cément, dentine et os) quoiqu’elle a déjà été détectée dans le
cartilage hypertrophié (Chen et aÏ. 1 992a). Elle est sécrétée par les ostéoblastes «actifs»,
lors du remodelage osseux, aux sites de formation de novo de l’os (Chen et aÏ. 1991;
1992a). Les interfaces os-cartilage sont enrichies de cette protéine. Puisqu’il a été établi que
l’association de la BSP à la matrice se faisait avant la minéralisation de celle-ci, ceci
suggére un rôle de nucléation des cristaux d’hydroxyapatite (HA) (Kasugai et aÏ. 1991;
Hunter et aÏ. 1996). Sa séquence RDG, comme celle de l’OPN, permet l’adhésion aux
intégrines et la signalisation cellulaire. Les nombreuses modifications post-traductionnelles
de la protéine participeraient aux interactions matrice-matrice et matrice-cellule (revue de
C Qin et aÏ. 2004). Par exemple, la phosphorylation influencerait la croissance des cristaux,
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tandis que la glycosylation affecterait l’adhésion cellulaire. De plus, ces modifications ainsi
que la présence de deux séquences riches en acides glutamiques (poly [E]) dans la partie N-
terminale de la protéine seraient impliquées dans l’adhésion de la protéine aux HA
(Oldberg et aï. 198$; Stubbs, III et aï. 1997; Goldberg et al. 2001; revue de Qin et al.
2004).
11 a été rapporté que la BSP est immunodétectée aux sites initiaux de minéralisation (Bianco
et aÏ. 1993) et qu’elle est colocalisée aux surfaces enrichies de la protéine bone acidic
glvcoprotein-75 (BAG-75) dont l’expression est retrouvée uniquement durant la formation
de l’os et de la dentine (Gorski et al. 2004; Midura et al. 2004). De plus, le niveau
d’expression de la BSP et celui de son ARNm sont augmentés dans les chondrocytes
hypertrophiés et les ostéoblastes (Fisher et aï. 1983; Bianco et aÏ. 1991). Enfin, les résultats
présentés par Bellahcène et aï. (2000) ont démontré la participation de la BSP dans
l’angiogenèse durant la formation osseuse. La BSP pouffait donc jouer un rôle majeur
durant les premiers événements menant à la formation des tissus calcifiés.
Une seule étude sur les souris BSP KO a été rapportée dans la littérature. Un résumé de
communication par Aubin et al. (1995) a révélé que ces animaux avaient quelques
différences physiologiques comparativement aux animaux normaux. Leur calvaria serait
plus mince et l’espace occupé par la moelle osseuse serait réduit. Dans le tibia, cette
réduction est aussi observée aux sites d’ossification secondaire de l’épiphyse. Chez les
animaux plus âgés, les incisives seraient légèrement plus longues. L’absence marquée de
phénotype osseux laisse croire qu’il existe des mécanismes compensatoires qui
8-G
s’enclenchent lors du développement des souris BSP KO. Contrairement aux études sur les
animaux OPN KO, l’effet de l’inactivation de gène de la BSP n’a pas encore été évalué
dans un modèle d’ostéoporose ou de guérison osseuse.
La BSP a été retrouvée dans les cellules cancéreuses de la prostate (Waltregny et aI. 1998),
des poumons (Bellahcène et al. 1997), de la glande thyroïde (Bellahcène et aÏ. 1998) et
dans certains sarcomes dérivés des tissus calcifiés (e.g. ostéosarcomes, odontomes
améloblastiques et ostéoclastomes) (revue de Ganss et al. 1999). Cependant, le rôle
spécifique de la protéine n’a pas encore complètement été élucidé. Son association à des
microcalcifications d’HA, dans les cancers mammaires humains, laisse croire qu’elle serait
impliquée dans l’acquisition d’un phénotype osseux par les cellules cancéreuses
(Bellahcène et al. 1994). La BSP favoriserait également l’adhésion, la prolifération et la
migration des cellules cancéreuses sur la matrice minéralisée grâce aux interactions avec
l’intégrine ŒV33 (Sung et al. 1998; Karadag et aÏ. 2004). Récemment, l’étude de Nam et al.
(2006) a illustré que la capacité du TGf3 à promouvoir la formation des métastases dépend
de l’expression de la BSP. Le taux sérique de la BSP est corrélée au développement de
métastases osseuses et a un intérêt clinique certain pour le pronostique précoce de la
maladie (Diel et al. 1999; Fedarko et aÏ. 2001).
9L’évolution des protéines non-collagéniques
Bien que les PNCs soient structurellement différentes, elles semblent partager quelques
similarités. Fisher et aÏ. (2001) ont proposé que les deux principales PNCs de l’os, l’OPN et
la BSP, fassent partie de la famille des SIBLINGs (Small Integrin-Binding Ligand N-linked
G/vcoprotein). En plus de ces deux protéines osseuses, cette famille comprend la
phosphoprotéine de la matrice dentinaire I (Dentin Matrix Protein I, DMP-l), la
sialophosphoprotéine dentinaire (DSPP) et la phosphoglycoprotéine de la matrice
extracellulaire (Matrix ExtraceÏÏuÏar Phosphoglycoprotein, MEPE). Les membres de cette
famille de protéines sont distincts au niveau de leur séquence primaire. Cependant,
l’analyse de leurs exons révèle une certaine homologie de fonctions entre les protéines de
l’os et de la dent. En effet, les gènes de ces protéines sont regroupés sur le chromosome
humain 4 et ces protéines sécrétées se retrouvent majoritairement dans les tissus calcifiés.
Elles possèdent une séquence RGD d’adhésion aux intégrines et contiennent plusieurs
modifications post-traductionnelles (revue de Qin et aÏ. 2004). Les deux derniers exons
codent généralement pour la majeure partie de la séquence de la protéine. Cette famille de
protéines a la capacité de se lier et de réguler l’activité des métalloprotéinases de la matrice
(fedarko et al. 2004).
Des travaux récents ont démontré l’existence de liens communs entre la calcification de la
dent et l’os (Kawasaki et aÏ. 2003; 2004; revue de Huq et aÏ. 2005). En effet, chez les
mammifères, des protéines amélaires (AMEL, AMBN et ENAM), des protéines de la
famille des SIBLLNGs, des protéines salivaires ainsi que des caséines du lait dériveraient de
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la duplication d’un gène ancestral commun SPARC et formeraient la famille des $ecreto!y
Caïcium-Binding Phosphoprotein (SCPP) (Kawasaki et aï. 2005b; revue de Sire et al.
2005).
Les approches expérimentales pour étudier les tissus dentaires
Diverses approches expérimentales, in vivo, pour étudier la dent ont été développées: le
sectionnement d’une partie de l’os alvéolaire ou de la zone apicale de l’incisive de rat, et
l’excision radiculaire pour étudier l’activité cellulaire (Herzberg et aÏ. 1941; Bryer 1957;
Berkovitz et al. 1969; 1971a; 197lb). La création de défauts osseux de dimension critique
(qui ne se réparent pas de façon naturelle) a été également utilisée pour étudier la réparation
et le remodelage de l’os (Schmitz et al. 1986). Redondo et aÏ. (1995) ont utilisé le modèle
d’ostéotomie de l’os alvéolaire de la mandibule, à la surface labiale de la dent, afin de
cibler les stades de sécrétion et de maturation des améloblastes. Ces techniques comportent
de nombreux désavantages : i) elles causent des dommages considérables à l’organe de
l’émail, ii) elles créent une présence importante de débris osseux au site de chirurgie, et iii)
elles produisent un effet néfaste à l’animal (trauma, douleurs). McKee et aï. (1993) ont
raffiné une méthode chirurgicale consistant en une microadministration d’agents via une
fenêtre chirurgicale dans l’os alvéolaire, ciblant eux aussi la zone de sécrétion et de
maturation de l’incisive. Cependant, une période de latence était nécessaire afin de
permettre le déplacement des tissus endommagés, ainsi qu’une deuxième chirurgie pour
l’injection des produits. Comme les approches précédentes, cette méthode cible un stade de
développement spécifique de l’incisive.
C Une technique innovatrice a été mise au point au laboratoire (Vu et al. 1999; Orsini et aL
2001) et consiste en la création d’une fenêtre dans l’os alvéolaire, du côté buccal, près de
l’apex de l’incisive (Figure 2, page 12). L’administration de divers produits se fait via un
système de mini-pompe osmotique reliée à la fenêtre chirurgicale via un tube en vinyle et
un cathéter de métal. La position de la fenêtre chirurgicale permet un accès à l’organe de
l’émail et à une zone active en remodelage osseux (Figure 1, page 2). De plus, la partie
apicale de l’incisive est un site riche en cellules souches et actives en prolifération cellulaire
(Smith 1975).
L’injection systémique d’agents biologiques requiert généralement de larges doses afin
d’atteindre le tissu cible à des concentrations assez grandes pour être détectées et produire
un effet. Ces concentrations sont rarement physiologiques et sont restreintes lorsque les
produits sont disponibles en petite quantité. La microinjection est une alternative permettant
une infusion locale des produits; cependant, les volumes utilisés sont souvent limités et les
injections ne sont pas reproductibles d’un animal à l’autre. L’espace parodontal consiste en
une zone cloisonnée où des quantités minimes d’agents doivent être administrées afin
d’obtenir une grande concentration locale. C’est un avantage important lorsqu’on travaille
avec des protéines difficiles à purifier. De plus, contrairement aux microinjections, cette
approche permet une administration continue et un contrôle spatial, quantitatif et temporel
des produits.
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Figure 2: La fenêtre chirurgicale citez le rat. (A) Une incision verticale, suivant la
direction des fibres musculaires, expose l’os de la mandibule au niveau de l’apex de la dent.
(B) Une fenêtre osseuse est créée, à l’aide d’une fraise dentaire (1.5 mm de diamètre) dans
l’os alvéolaire entourant l’organe de l’émail, près de la partie apicale de l’incisive. (C) Le
cathéter de métal est installé dans le trou. (D) Photographie d’une hémimandibule isolée de
rat illustrant la position du cathéter. (E) Le positionnement et la stabilité du cathéter sont
vérifiés par une radiographie, latéro-latérale, à 12 pulsions/min. (F) Le tube de vinyle est
passé sous le masséter. La mini-pompe osmotique est glissée sous la peau, dans la partie
postérieure du cou. Les muscles et la peau sont suturés avec des fils résorbables et des fils
non résorbables respectivement. (G) Photographie montrant les mini-pompes osmotiques
Alzet®, le modérateur de débit et le tube de vinyle.
‘s C
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L’hémimandibule du rat est donc un modèle unique pour étudier le développement de la
dent et la formation des tissus calcifiés afin de mieux comprendre les phénomènes qui les
régissent, et ainsi développer des approches biologiques plus précises pour le traitement de
leurs afflictions. Le système de la fenêtre chirurgicale associé à une mini-pompe osmotique
permet d’altérer localement l’expression des PNCs, de modifier le tissu et ainsi nous
informer sur leurs activités cellulaires et matricielles.
La thérapie génique : le nouvel avenir de la médecine
À l’origine, la thérapie génique visait surtout à corriger les maladies héréditaires, telles
l’hémophilie ou la myopathie de Duchenne, mais les espoirs suscités par cette nouvelle
technique se sont vite répandus aux domaines orthopédiques et aux maladies parodontales
(revues de Evans et al. 2004; Kofron et al. 2005). Le principe de cette nouvelle voie
thérapeutique consiste à introduire dans une cellule cible ou à modifier l’expression d’un
gène au niveau cellulaire dans le but de réparer un défaut génétique ou d’augmenter la
réponse biologique causée par une maladie.
L’essentiel des recherches actuelles portent sur l’élaboration et le développement de
systèmes de transfert de gènes. Les vecteurs doivent être efficaces, sûrs, spécifiques à un
type cellulaire et être produits à de grandes concentrations. De plus, ils doivent pouvoir
infecter les cellules quiescentes afin d’obtenir une expression à long terme du transgène.
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Le transfert de gènes
— du concept à la pratique
Les méthodes non virales
L’introduction de gènes dans une cellule, à l’aide de vecteurs non viraux, dépend des
mécanismes cellulaires pour livrer et exprimer le gène. Les techniques non virales incluent
les liposomes, les polymères, les plasmides d’acide désoxyribonucléique (ADN) et
l’électroporation (revue de Partridge et aÏ. 2004). Ces vecteurs non viraux livrent l’ADN de
façon épisomale et présentent de nombreux avantages; leur production est relativement
simple, ils sont stables chimiquement. Ils sont sécuritaires et ne provoquent pas de réponse
immunitaire autorisant une administration répétée. Cependant, la faible efficacité de
transfection et l’expression transitoire des gènes d’intérêt limitent grandement leur
utilisation.
Les méthodes virales
Plusieurs avantages sont reliés à l’emploi des vecteurs viraux pour effectuer un transfert de
gène par rapport aux traitements ‘classiques’ à l’aide de protéines. L’effet thérapeutique des
protéines dépend de plusieurs facteurs, dont la nécessité d’une administration répétée pour
maintenir l’expression de la protéine, son temps de demi-vie, son origine et sa pureté. Au
contraire, les vecteurs peuvent être produits à de grandes concentrations. Ils peuvent
infecter différents types de cellules, ils ont une grande efficacité de transfection et
l’expression des gènes peut être soutenue et régulée. Les vecteurs les plus communs sont
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les rétrovirus, les lentivirus, les adénovirus et les virus associés à un adénovirus (adeno
associated virus).
Les vecteurs rétroviraux de type murin de Moloney, dont le matériel génétique est de
l’ARN qui est transcrit en ADN, sont parmi les premiers vecteurs viraux à avoir été utilisés
(Eus et aI. 1989; Blaese et aï. 1995). Le transgène (jusqu’à 10 kb) peut s’intégrer dans le
génome et se retrouver dans les cellules filles permettant son expression prolongée (revues
de Dai et aï. 2004; Verma et aï. 2005). De plus, ils ne provoquent pas de réponse
immunitaire. Il a été démontré que les rétrovirus pouvaient également infecter les tissus
calcifiés (Breitbart et aÏ. 1999; Laurencin et aI. 2001; Oreffo et aÏ. 2001; revue de Partridge
et aÏ. 2004). Cependant, leur utilisation est limitée par le risque de mutagenèse et le fait
qu’ils nécessitent des cellules cibles en mitose pour que le transfert ait lieu, réduisant ainsi
l’efficacité d’une application directe in vivo.
Les lentivirus font partis de la famille des rétrovirus (revue de Verma et aÏ. 2005). Ils sont
efficaces et puissants pour le transfert de gène. Ces vecteurs viraux dérivent du virus de
l’immunodéficience humaine type I (VIII-1), du singe (VIS) ou du félin (VIF). Ils infectent
les cellules en division ainsi que les cellules quiescentes, intègrent le génome de façon
stable, ne provoquent pas de réaction immunitaire, ont un grand tropisme et permettent une
expression prolongée du transgène (Federico 2003). Les lentivirus peuvent transfecter une
grande variété de tissus et de types cellulaires incluant les cellules musculaires (Kafri et aï.
1997), les glandes salivaires (Shai et aÏ. 2005), le foie (Kafn et aÏ. 1997), les neurones
G (Naldini et aÏ. 1 996a; 1 996b), les kératinocytes (Ghazizadeh et al. 2004) et les cellules de la
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moelle osseuse (Zhang et aÏ. 2002). Toutefois, très peu d’études ont été faites dans les
tissus calcifiés (Gouze et aÏ. 2002; 2003; Kyrkanides et al. 2004; Sugiyama et aÏ. 2005).
Les adénovims, dont le matériel génétique est de l’ADN double brin, sont plus efficaces
pour le transfert de gène puisqu’ils peuvent être produits à de très haute concentration (1012
particules/ml) en plus d’avoir une grande capacité de clonage (près de 30 kb) (revues de
Yla-Herttuala et aÏ. 2000; Verma et al. 2005). Ce type de vecteur a été largement utilisé
pour la réparation de défauts osseux, la régénération osseuse de malformations congénitales
ou de lésions traumatiques (revues de Alden et aÏ. 2000; Heim et aÏ. 2000; Baltzer et aï.
2000b; 2004; Dai et aÏ. 2004; Luo et al. 2005). Le gène transféré n’est pas intégré au
génome de la cellule cible ce qui diminue le risque de mutagenèse mais limite l’expression
du transgène dans le temps. De plus, ces vecteurs peuvent causer une réponse immunitaire
empêchant l’augmentation de la dose de virus ou son administration répétée (Newman et al.
1995; revue de Niyibizi et aï. 1998; Musgrave et al. 1999; Baltzer et aï. 2000b; revue de
Boissier et aï. 2004; revue de Verma et aÏ. 2005).
Les recherches actuelles se tournent vers une nouvelle classe de vecteurs viraux de la
famille des parvovirus: les virus associés à un adénovirus (revues de Schwarz 2000; Ulrich
Vinther et aï. 2002; Dai et al. 2004; Verma et aï. 2005). Plusieurs avantages sont reliés à
l’utilisation de ce type de virus non enveloppé à ADN simple brin. Ce vecteur viral peut
infecter divers types cellulaires de façon très efficaces, il est faiblement immunogène et
permet l’expression à long terme de la protéine d’intérêt. L’administration intramusculaire
de vecteur codant pour des protéines de la morphogenèse osseuse 2 ou 4 (Bone
Morphogenetic Proteins, BMP) a induit la formation d’une matrice osseuse sans provoquer
de réponse immunitaire (Chen et aï. 2003; Luk et al. 2003). La taille de l’insert (environ 5
kb), les difficultés de production et le risque de mutagenèse ont restreint l’usage de ce
vecteur (revues de Schwarz 2000; Dai et aÏ. 2004). De plus, l’administration répétée de ce
virus peut provoquer une réponse immunitaire (Boissier et aÏ. 2004).
Les voies pour le transfert de gènes
La thérapie génique ex vivo consiste à prélever les cellules cibles, les modifier
génétiquement avec le gène d’intérêt, puis à les réintroduire dans l’organisme au site désiré.
Des cellules exprimant des BMPs ont été implantées pour étudier le potentiel régénératif de
ces protéines (revues de Dai et aI. 2004; Franceschi 2005). Cette approche s’est avérée plus
efficace, sécuritaire, reproductible et nécessite une faible quantité de virus. En pratique, elle
implique plusieurs manipulations en laboratoire et donc serait moins efficace si elle devait
être appliquée aux études cliniques à grande échelle.
La thérapie génique in vivo consiste à injecter le vecteur portant le gène thérapeutique
directement dans la circulation sanguine; le vecteur devrait alors atteindre spécifiquement
les cellules cibles. L’administration de vecteurs viraux dans les tissues calcifiés s’est fait
par: i) une injection systémique (Kostenuik et aÏ. 2004; Katsube et aÏ. 2005), ii) une
injection intramusculaire (Musgrave et al. 1999; Alden et aÏ. 2000; Luk et aI. 2003; Chen et
al. 2003), iii) une injection directe dans une cavité naturelle telle que les articulations,
Q l’espace synovial et la moelle osseuse (Kuboki et aÏ. 1999; Watanabe et aI. 2000; Gouze et
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aï. 2002; Hiltunen et aï. 2003; Robbins et aï. 2003) ou iv) une injection dans un défaut
osseux (malformations congénitales, lésions traumatiques) (Alden et al. 2000; Baltzer et al.
2000a; 2000b; Heim et aI. 2000; Ashinoff et aï. 2004). Pour infecter un nombre suffisant de
cellules et pour que l’expression du gène persiste, une grande quantité de virus doit être
injectée (revue de franceschi 2005). Ceci devient problématique lorsque l’on travaille avec
des animaux de petites tailles, la grandeur de ces animaux limite le volume de virus que
l’on peut administrer localement.
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Objectifs de recherche
Notre travail vise à contribuer à la compréhension des phénomènes qui régissent la
formation et le maintien des tissus calcifiés, de façon à développer des approches plus
précises et plus efficaces pour le traitement de leurs afflictions. Des travaux récents ont
suggéré que les divers tissues calcifiés, quoique structurellement différents, partagent des
caractéristiques communes lors de leur formation (revue de Boskey 2003). Entre autre,
l’activité principale des PNCs tissus calcifiés collagéniques (cément, dentine et os
alvéolaire) et non-collagéniques (émail, cément ace] lulaire afibrillaire) seraient
essentiellement de réguler le processus de minéralisation (revue de Nanci et aÏ. 1999).
Certaines PNCs osseuses dériveraient du même gène ancestral que les PNCs amélaires
(Kawasaki et al. 2005b; revue de Sire et aï. 2005). 11 a aussi été démontré que les protéines
amélaires seraient capable d’influencer d’autres tissus calcifiés; elles seraient
osséoinductives et elles induiraient la réparation dentinaire (revue de Veis 2003; Goldberg
et al. 2006).
Malgré l’importance de ces protéines dans les tissus calcifiés, plusieurs animaux déficients
pour les PNCs ne présentent aucun phénotype ou défaut apparent. En effet, due à
l’importance vitale des tissus calcifiés, ces animaux développeraient des mécanismes
compensatoires dans ces tissus. De plus, l’information sur l’activité, les propriétés et la
structure des PNCs dérivent généralement d’études in vitro ou de prédictions in silico qui
ne reflètent pas toujours la complexité de l’environnement physiologique. Notre hypothèse
centrale de travail est que la manipulation locale des PNCs dans leur microenvironnement
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nous renseignerait sur leurs rôles, et les informations acquises dans un tissu pourront servir
à la compréhension générale des principes fondamentaux qui régulent les phénomènes de
biominéralisation de tous les tissus calcifiés.
Nous avons utilisé le système de la ‘fenêtre chirurgicale’ combinée au traçage moléculaire,
à la mutagenèse dirigée et à la transgénèse pour adresser les trois hypothèses spécifiques
qui suivent:
1) Le rôle précis de l’OPN in vivo et son comportement suivant sa sécrétion dans
l’environnement extracellulaire demeurent encore ambigus. De ce fait l’OPN se
retrouve aussi dans les fluides biologiques, incluant le sang. La forme circulante de
l’OPN est considérée importante pour la progression des tumeurs (revue de Rittling et
aÏ. 2004), cependant son rôle possible lors de la minéralisation a été largement ignoré.
L’OPN dans la circulation sanguine serait complexée au facteur H, ce qui la rend
inactive puisqu’elle serait inaccessible pour la liaison à d’autres molécules (fedarko et
al. 2000). D’autres études considèrent les diverses protéines osseuses comme des
produits de dégradation et sont d’ailleurs utilisés comme marqueurs sériques de l’état
osseux (Bautista et aï. 1996; Singhal et aï. 1997). Dans le premier article, nous avons
posé / ‘hypothèse que la forme circulante de ï ‘OFN aurait aussi un rôle acqf lors de la
formation des tissus caÏcfiés.
2) Les expériences de minéralisation in vitro ont établi que des séquences riches en acides
glutamiques présentes dans la BSP contribuent largement à l’activité de nucléation des
20-B
cristaux d’HA (Tye et aÏ. 2003). Les prédictions in silico ont également suggéré que ces
variants moléculaires pourraient favoriser son adhésion au minéral. Le
microenvironnement dans lequel les protéines se retrouvent influence aussi leurs
propriétés physicochimiques; l’effet d’une protéine sur la minéralisation peut varier
selon qu’elle soit en solution ou adsorber sur une matrice. Il est donc crucial d’évaluer
la fonction d’une protéine dans un milieu biologique multifactoriel. Le postulat du
detixième article est qit ‘in vivo les groupements poly [EJ favoriseraient la liaison de la
BSP aux sinfaces minéralisées constituée d ‘un mélange de protéines et de minéraux.
3) À l’origine, l’AMBN était considérée comme une PNC retrouvée exclusivement dans
l’émail où elle agirait sur la promotion de la formation des cristaux. Il a récemment été
démontré que l’AMBN était aussi exprimée lors du développement de l’os craniofacial
(Spahr et al. 2006). Cependant, les conséquences de cette expression embryonnaire sur
la formation de l’os adulte restent encore à déterminer. Afin d’adresser ces questions,
nous avons eut recours à la transgénèse. Toutefois, le transfert de gène dans les tissus
calcifiés s’avère être un processus encore complexe puisqu’il faut s’assurer de cibler
directement les cellules ostéogéniques qui forment la matrice osseuse. Ce dernier aspect
n’a cependant pas encore été établi pour des approches de transgénèse in vivo. Notre
hypothèse de travail dans le troisième article est que la combinaison de la transgénèse
à une infus ion lente et contrôlée via la fenêtre chirurgicale’ nous permettrait de
transfecter, de façon stable, les différents types cellulaires de I ‘os. Ces travaux
représentent une étape essentielle à l’élaboration d’études ultérieures visant à
déterminer l’effet de l’AMBN sur la formation osseuse.
Chapitre 2
A Tracer Study witli Systemically and Locally Administered
Dinitrophenylated Osteopontin
Reproduced, with permission, from Antonio Nanci, Rima M Wazen, Sylvia francis
Zaïzal, Micheline Fortin, Harvev A. GoÏdberg, Graeme K. Hunter and Lucian-Dorin
Ghitescti: A Tracer Studv with SvstemicaÏly and Locally Administered
Dinitrophenvlated Osteopontin.
Journal of Histochemistry & Cytochemistry 52. 12: 1591-1 600 (2004)
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Sommaire
L’ostéopontine (OPN) est une protéine non-collagénique (PNC) présente dans les tissus
calcifiés à base de collagène mais qui se retrouve aussi dans les divers fluides du corps,
incluant le sang. Jusqu’à présent, il n’a pas encore été démontré que l’OPN circulante a un
rôle actif et qu’elle participe à la formation des tissus calcifiés. Afin d’étudier cette
possibilité, nous avons conjugué 1’OPN au dinitrophénol (DNP). Le complexe a été
administré de façon intraveineuse ou infusé, à l’aide d’une mini-pompe osmotique, au
travers d’une fenêtre chirurgicale créée dans l’hémimandibule du rat. L’albumine
dinitrophénylée (ALB-DNP) a été utilisée comme contrôle. La localisation des protéines
marquées au DNP a été réalisée par immunocytochimie à l’or colloïdal. Ainsi, il a été
démontré que l’OPN-DNP, administrée à distance, s’associe et s’accumule aux mêmes sites
osseux que son homologue endogène : les foyers initiaux de minéralisation, aux surfaces et
aux interfaces de l’os ainsi que dans les accumulations de matériels organiques non
collagéniques autour et entre les fibres calcifiées de collagènes. Même si l’ALB-DNP a été
administrée à une concentration largement supérieure, elle ne s’est pas accumulée à ces
sites. Ces résultats illustrent, pour la première fois, que l’OPN circulante s’incorpore dans
la matrice osseuse en formation ce qui suggère que les protéines circulantes, généralement
considérées comme non fonctionnelles, pourraient également contribuer à la formation des
tissus calcifiés.
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Osteopontin
Antonio Nanci1, Rima M.Wazen’, Sylvia f. Zalzal1, Micheline Fortin’, Harvey A.
Goldberg3, Graeme K.Hunter3 and Dorin-Lucian Ghitescu2
‘Laboratory for the Study of Calcified Tissues and Biomaterials, Faculty of Dentistry,
2Department of Pathology and Ceil Bio logy, Faculty of Medicine, Université de Montréal,
Montreal, QC, Canada, 3CIHR Group in Skeletal Development and Remodeling, School of
Dentistry, University of Western Ontario, ON, Canada
Corresponding author:
Antonio Nanci,
Laboratory for the Study ofCalcffied Tissues and Biomaterials,
Facufty of Dentistry, Université de Montréal,
P.O. Box. 6128, Station Centre-Ville,
Montreal, QC, Canada, H3C 3J7;
Tel: (514) 343-5846
Fax: (514) 343-2233
24
Abstract
Osteopontin (OPN), a major noncollagenous matrix protein ofbone, is also found in tissue
ftuids and in the circulation. It is stili flot clear whether circulating OPN contributes to bone
formation. To elucidate this question, rat OPN was tagged with dinitrophenol groups and
administered to rats either intravenously or by infusion with an osmotic minipump through
a ‘surgical window’ in the bone of the hemimandible. Dinitrophenylated rat albumin was
used as a control. The presence and distribution of tagged proteins were revealed by
immunogold labeling on sections of tibia and alveolar bone. Tagged molecules of OPN
were found in mineralization foci, surfaces and interfaces and matrix accumulations among
calcified collagen fibrils. Even though dinitrophenylated albumin was administered at
several fold higlier concentrations, it did not accumulate in thcse sites. These resuits show
that circulating OPN can incorporate in specific compartrnents offorming bone and suggest
that such molecules may play a more important role than previously suspected.
KEYWORDS: Tracer, Inmmnocytochemistry, Osteopontin, Albumin
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Introduction
Osteopontin (OPN) is an acidic phosphorylated glycoprotein that is rich in aspartic acid,
glutamic acid and serine residues, and contains an RGD sequence for ceil attachrnent
(reviewed by Sodek et al., 2000). It is a member of the SIBLING family of proteins
secreted by osteoblasts in forming bone (fisher et aÏ., 2001), where it accumulates in
mineralization foci, spaces between mineraiized collagen fibrils and in cernent fines (Nanci,
1999). In addition, it is aiso expressed by a broad variety of celis (Qin et al., 2004;
Denhardt et al., 2001), suggesting a muitiplicity of functions in diverse bioiogical events.
Because it has a strong affinity for hydroxyapatite, it accumulates in calcified rnatrices
where it modulates formation and growth of minerai (Hunter et aL, 1994). Osteopontin
expression increases as a resuit of injury and disease and is ciosely associated with ectopic
caicified deposits (Steitz et al., 2002).
Osteopontin is present not oniy in tissues but aiso dissolved in serum and tissue fluids
(Sodek et al., 2000; Rittiing and Chambers, 2004). The potentiai contribution of these
circuiating forms of OPN to calcffied tissue bioiogy bas received littie attention. Indeed, a
number of bone matrix components are normaliy found in the circulation but these are
generally regarded as metabolic byproducts of bone formation and resorption that have no
function at distant sites. b our knowledge there is only one smdy that expiored the fate of
circulating OPN (VandenBos et al., 1999). This iight microscope study showed that
C intravenously administered 1251-OPN can be transported via the circulation and deposited
into a number of caÏcffied tissues. The amount of tracer administered was “three orders of
magnitude” greater than the quantity of free OPN reported in human serum (concentrations
in rat serum are flot known). Under these conditions, some 1251-OPN was also found in
enamel, a compartment in which the presence of OPN has flot been revealed by
biochemical assays and immunohistochemical techniques. Therefore, the authors concluded
that they “could not exclude the possibility that the relatively high dose of injected OPN
could have lead to a somewhat artificial distribution pattem”. These resuits nonetheless
clearly highlighted the possibility that OPN in calcified tissues is derived not only from
local cellular sources but it may also be recruited from outside the local environment via
the circulation.
Proteins have been tagged with chemical groups other than 125J in order to visualize them.
One such alternative method is dinitrophenylation, involving the covalent addition of
dinitrophenol (DNP) groups to the -lysine residues of proteins (Little and Eisen, 1967).
This reaction, like iodination, generally does flot alter the physiochemical properties of the
tagged molecules (Kessier et al., 1982). Thereafter, detection of tagged proteins is highly
sensitive because several DNP groups can be attached to a protein and the antigenicity of
those groups is resistant to tissue processing conditions (Kessler et al., 1982; Ghitescu and
Bendayan, 1992; Ghitescu and Bendayan, 1992). Dinitrophenylated albumin (ALB) has
been administered to study vascular permeability (Ghitescu and Bendayan, 1992; Arshi et
al., 2000). In calcified tissues, DNP-tagged ALB was used to investigate the uptake of
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proteins by ameloblasts and odontoblasts (Nanci et al., 1996). These ceils, as well as
osteoblasts, were shown to possess high levels of endocytotic activity and to take up protein
non-selectively from the interstitial fluids.
The objective of the present study was to test the hypothesis that circulating forms of OPN
may participate in bone formation. Tracer protocols such as those described above
generally involve intravenous injections of relatively large amounts of proteins in order to
saturate tissues throughout the body in quantities large enough to be detected. Such large
dosages rarely are physiological. Our laboratory has developed an experimental system that
allows the controlled administration of biological and chemical agents through a ‘surgical
window’ in the rat hemimandible. (Vu et al., 1999; Orsini et al., 2001). This system was
used to infuse near physiological amounts of dinitrophenol-tagged OPN and to demonstrate
that the tracer molecules reach and are incorporated into the same sites where endogenous
OPN is believed to accumulate and act (Nanci, 1999).
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Materials ami Metliods
Dinitrophenylation
Albumin (Sigma-Aldrich Canada Ltd., Oakville, ON, Canada) and bone-extracted rat OPN
(Goldberg and Sodek, 1994) were tagged with DNP according to the method described by
(Little and Eisen, 1967). Briefty, distilled water, potassium carbonate (BDH, mc, Toronto,
ON, Canada), 2,4-dinitrobenzene sulfonic acid (Sigma-Aldrich) and proteins were mixed in
a 0.2:1:2:4 ratio by weight for 48 hours, at room temperature, shielded from light. At the
end ofthe reaction, the unreacted DNP was removed by dialysis for 72 hours against 0.0 1M
phosphate-buffered saline (PBS), containing 0.85% NaC1, pH 7.2, in 12-kDa-dialysis
tubing (Sigma-Aldrich). The complexes were concentrated by centrifugation at 300-350Xg,
4°C for 20 mm, in Centricon® YM-10 ultrafiltration tubes (Millipore Corporation, Bedford,
MA).
Surgical Procedures
Juvenile (5-6 weeks old), male Wistar rats weighting 100 ± 10g (Charles Rivers Canada;
St-Constant, QC, Canada) were anesthetized with an intraperitoneal injection of a 1: 1:2
mixture of Hypnorm (fentanyl citrate and fluanison; Janssen Pharmaceutica, Beerse,
Belgium), Versed (midazolam; Hoffmann-LaRoche, Mississauga, ON, Canada) and
distilled water. An 8-mm incision was made tbrough the skin following an imaginary line
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extending between the auditory meatus and the hp commisure (Fig. la). To expose the
hernirnandible, the masseter muscle was separated along the !ength of the fibers with a
scalpel surgical blade (No 15C; Almedic, Montreal, QC, Canada). A dental drill fitted first
with a size 010 carbide round buif (Brassler, Montreal, QC, Canada), followed by a size
014, was used to make a hole in the alveolar walI on the bony elevation associated with the
apical end of the incisor, at 2 mm from the posterior border of the ramus, (fig. lb).
During drilling, the surgical site was irrigated with physiological saline. One or 3 day Aizet
osmotic minipumps (mode! 2001D for I day (2.0 1iL/h) and 1003D for 3 days (1.0 tL/h);
Alza Corporation, Pa!o Alto, CA) flhled with complexes were slipped under the skin
through a second incision made on the posterior region of the neck of the animal. A piece
ofviny! tubing (size 0.72 x 1.22 mm; Scientific Commodities Inc., Lake Havasu City, AZ)
was hooked to the minipump and its free end passed tlwough the neck area and underneath
the masseter muscle. A meta! catheter, made by bending a 20G1 needle (Becton-Dickinson;
Rutherford, NJ), was used to coimect the vinyl tubing to the bony hole. The metal catheter
was imrnobilized against the bone surface with tissue adhesive (Indermi!’TM; Patterson
Dental Supply Inc., Montrea!, QC, Canada) and bone cernent (Zirnmer, Warsaw, IN). The
muscle was rejoined with 4-0 chrornic gut sutures and the skin was closed with 4-0 sflk
sutures (Patterson Dental Supp!y Inc.). The surgica! site was cleaned and disinfected with
70% ethanol. The animais received an injection of Temgesic® (Buprenorphine
hydrochioride, Reckitt and Colman, Huil, UK) afler surgery, and were fed with sofi food
containing Temgesic®. X-rays, at 10 puises per minutes, were taken to verify the
positioning and the stability ofthe catheter (Fig.lc).
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Six male Wistar rats weighting 100 ± 10g (Charles Rivers Canada) were anesthetizcd and
injected through the jugular vein with DNP-tagged ALB or OPN.
The route of administration, concentrations and total of amounts of complexes
administered, and times of sacrifice ofanimals are summarized in Table 1. Negative control
rats received only saline through the ‘surgical window’.
AlI animal procedures and experimental protocols described above were in accordance with
guidelines ofthe Comité de déontologie de l’expérimentation sur les animaux of Université
de Montréal.
Tissue Processing
The animals were anesthetized with 20% chlorai hydrate solution (0.4 mg/g body weight;
Fisher Scientific, Whitby, ON, Canada) and sacrificed by perfusion through the lefi
ventricle with lactate Ringer (Abbott Laboratories; Montreal, QC, Canada) for 30 seconds,
foliowed by a fixative solution consisting of 4% paraformaldehyde (BDH; Toronto, ON,
Canada) and 0.1% glutaraldehyde (Electron Microscopy Sciences, Washington, PA) in
0.OSM sodium cacodyiate (Electron Microscopy Sciences) buffer containing 0.05%
calcium chloride (Sigma-Aldrich), pH 7.2, for 20 minutes. Treated and contralateral
mandibles were taken, as well as the knees, and placed in the fixative solution for 24 hours
at 4°C. The hemimandibles and knees were washed with 0.1M sodium cacodylate buffer,
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pH 7.2 and decalcified with 4.13% disodium ethylenediamine tetra-acetic acid (EDTA;
Fisher Scientific) for 14 days at 4°C (Warshawsky and Moore, 1967). The decalcifying
solution was changed every two days. Decalcifled tissues were extensively washed in 0.IM
cacodylate buffer, pH 7.2. conventionally dehydrated in graded ethanol and embedded in
LR White resin (London Resin Company; Berkshire, UK) or osmicated with potassium
ferrocyanide (Sigrna-Aldrich) -reduced osmium tetroxide (Electron Microscopy Sciences)
(Neiss, 1984), dehydrated in acetone and embedded in Taab 812 epoxy resin (Marivac,
Halifax, NS, Canada). Botb resins were polymerized at 58°C for 48 hours. Sorne samples
were lefi calcified and simiiarly processed for embedding.
Light microscope observations were made on liim semi-thin sections obtained with glass
knives on a Reichert Jung Ultracut E uttramicrotome and stained with toluidine blue.
Uhrathin sections go-100 nm in thickness were eut with a diamond knife and transfelTed on
Formvar®coated (polyvinyl formate) 200-mesh nickel grids, and processed for
postembedding co Iloidal goid immunolabeling.
I mm u nocytochemistry
Immunotocalization ofproteins was done as previously described (Nanci et al., 1996) using
the postembedding colloidal gold method (reviewed in Bendayan, 1995). Briefiy, grid
mounted sections of osmicated tissues were first treated with a saturated aqueous solution
of sodium metaperiodate (Fisher Scientific) (Bendayan and Zollinger, 1 983). Ail sections
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were placed, for 15 minutes, on blocking solution consisting of 0.01M PBS, pH 7.2,
containing 1% PBS-ovalbumin (Sigma-Aldrich) and then transferred on a drop of anti-DNP
antibody (1:200, 1 hours; Dako Corp, Carpinteria, CA) to reveal the DNP-protein
complexes, anti-OPN (1:10, 2 hours; LF-123; courtesy of Dr. L.W. Fisher, NIDCR, NIH,
Bethesda, MD) or rabbit anti-rat ALB (1:60, 2 hours; ICN Pharmaceutical, Aurora, OH)
antibodies to immunodetect endogenous molecules. Following incubation with primary
antibodies, the grids were rinsed with PBS and placed again on the blocking solution for 15
minutes. A protein A-gold complex with particle size of 10-12 nm (prepared in bouse as
described by Bendayan, 1995) was used to reveal the site of antibody binding. Finally, the
grids were washed with PBS, followed by distilled water. Ail grids were stained with 4%
aqueous uranyl acetate for 6 minutes and with iead citrate for 2 minutes, and examined in a
JEOL JEM-1200 operated at 60 kV or a JEOL JEM-201 1 transmission electron microscope
operated at 80 kV.
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Resuits
Histological Observations
Light microscopic observations ofsemi-thin sections in the region ofthe ‘surgicai window’
of animais inffised with complexes for 1 day showed the characteristics of an early tissue
repair reaction (Fig. ld). Bone debris produced during driliing (Fig. 1, fibrin dot (Fig. le)
and a cellular infiitrate comprising inflammatory celis, some osteoclasts and/or
mukinucleated giant celis and fibrobiast-iike ceils (Figs. ld, le, 1f and 1g) were present at
the periphery ofthe hole. While osteoclasts were seen on bone debris and in the bone at the
periphery, their presence was not visibly increased in animais infused with
dinitrophenylated conjugates (Figs. le and 1g) as compared to controis infused with saline
only (data flot shown). As eariy as 3-days afier the start of infusion, evidence of new bone
formation was observed in animais mfused either with saline oniy or DNP-protein
complexes (Figs. 1h and li).
Intravenous injections of ALB-DNP
Endogenous albumin was immunodetected in the interstitiai space between osteoblasts and
in osteoid, but there was no significant accumulation in the bone matrix (Fig. 2a). The
presence of iabeling between ceils suggests that albumin can diffuse from the interstitial
fluid, between cells and into osteoid. Tagged ALB was detected in the initiai bone matrix
deposited onto oid bone (Fig. 2b) and in osteoid (Fig. 2c). Very few gold particles were
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found in association with cernent unes, lamina limitans or interfibrillar accumulations of
noncollagenous matrix proteins. Calcified cartilage and bone exhibited alrnost no gold
particles despite the occasional nearby presence ofALB-DNP in the tissue fluid (Fig. 2d).
Intravenous injections of OPN-DNP
Twenty-four hours following intravenous injections of OPN-DNP, tagged molecules were
irnmunodetected on the surface of exposed calcified cartilage spicules in the primary
spongiosa of the tibia (f ig. 3a). In sorne mixed spicules, cernent unes between calcified
cartilage and bone or between adjacent layers ofbone exhibited gold particles (Fig. 3b). In
general, bone was Ïabeled along its surface but not in deeper regions, indicating that the
unlabeled regions likely forrned before the tracer was administered. Gold particles were
found in mineralization foci in the osteoid seam and over accurnulations of interfibrillar
matrix in boue (f ig. 3c). Endogenous OPN was irnrnunodetected in these areas (Fig. 3d).
One-day infusions ofOPN-DNP
When high doses ofOPN-DNP (Table 1) were infused over a 24-hour period, labeling was
observed both at the drill site and at distant sites such as the growth plate. Gold particles
were found in cernent lines, interfibriHar matrix accumulations in bone (F ig. 4a), and
mineralization foci in osteoid (Fig. 4b). At the drilling site, there was a concentration of
tagged molecules on exposed boue surfaces but many of them were also trapped in the
adjacent fibrin dot (Fig. 4e). Drilling caused microfractures and disrupted the collagen
packing network resulting in diffusion oftracers into deeper boue (data not shown).
OWben near-physiological concentrations ofOPN-DNP (Table 1) were infiised for 24 hours,
tagged proteins were found mainly in the surface layer ofbone surrounding the hole, and in
the fibrin dot at the surgical site (F ig. 4d). The density of labeling over these cornpartments
appeared to be somewhat less than with the higher dose (compare fig. 4c with 4 d). Sorne
tracer molecules were found in deeper regions of bone along surfaces exposed during the
surgical procedure, such as osteocyte canaliculi and split cement lines (Fig. 4e). Very few
gold particles were observed in deeper, undisturbed bone regions. Tagged molecules were
not detected in tissue sections from tibia. With the tissue processing and incubation
conditions used in this study, no endogenous OPN was immunodetected in interstitial /
circulating fluid compartments.
Three-day infusions ofALB-DNP
Despite infusion ofamounts ofALB-DNP many fold larger than those for OPN. this tagged
protein accumulated mainly in the fibrin dot in the hole region. Kowever, some gold
particles were also found over the bone matrix near surfaces exposed by the drilling (Fig.
5a). The labeling associated with bone dirninished away from the bony hole and no
apparent tagged albumin was observed at the surface of calcified bone matrix. Tagged
molecules difffised through osteocyte canaliculi but these were not incorporated in the bone
matrix (Fig. 5b). Some ALB-DNP was found among the collagen fibrils ofosteoid situated
in proximity to the ‘surgical window’ (Fig. 5e).
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Three-day infusions OPN-DNP
Some mineralization foci (Fig. 6a) were labelcd with OPN-DNP and the tagged molecules
integrated into both osteoid and newly formed bone (f ig. 6h). OPN-DNP was also detected
near the drill site along surfaces destined for resorption by osteoclasts or around small bone
debris surrounded by macrophages (Fig. 6c). Like endogenous OPN (fig. 6e), inftised
OPN-DNP was present in the lamina limitans sulTounding osteocytes and coating the bone
surface near bone lining ceils (f ig. 6d).
Controls
Only few, randornly distributed gold particles were observed over tissue sections from
animais injected with saline and incubated with anti-DNP antibody (data flot shown). No
significant irnrnunolabeling was seen in contralateral hemimandibte and tibial tissues.
Incubation of tissue sections with protein A-goid likewise resuited in littie background
labeling.
ç
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Discussion
The resuits of this study demonstrate that OPN can be conjugated to DNP and that, at least
some OPN transported via the blood circulation or diffusing locally in interstitial fluid can
integrate into bone under normal formative conditions or at sites of damage, a result
consistent with the study ofVandenBos et aÏ. (1999).
Moreover, ultrastructural localizations of the tracer documented that exogenous OPN gets
incorporated into various compartments of bone where endogenous OPN is believed to
accumulate and act (Nanci, 1999). One major advantage of the ‘surgical window’ approach
is that it allows the continuous administration of tracer in amounts that do not exceed the
level of endogenous OPN constantly circulating through the tissues in the hemimandible.
Albumin was empïoyed as a control since this serum protein is found in bone but bas
significantly lower inhibitory effect on hydroxyapatite formation than OPN (Hunter et al.,
1994; Robey, 1996). Some ALB-DNP is trapped in bone exposed during drilling but the
complexed protein, administered either systemicalÏy or locally, does flot accumulate to any
significant extend into noncollagenous matrix proteins-enriched compartments. The
relatively low affinity of this protein for bone is further demonstrated by the relatively
modest labeling observed despite the fact that several fold larger quantities of ALB-DNP
were administered compared to OPN-DNP. Thus, the behavior ofALB with respect to bone
is not significantly changed by dinitrophenylation. This, together with the fact that OPN
G
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DNP incorporates at sites where endogenous molecules are believed to act, suggests that
addition ofdinitrophenol residues to a protein does flot modif’ its affinity for bone.
Although it would be anticipated that cfrcu]ating OPN would be attracted to sites of
mineralization, this may not necessarily be the case since it has been suggested that
circulating OPN is strongly bound to complement factor H and thus sequestered, and that
its activities are Ïirnited to their frmnctional ranges (Fedarko et aI., 2000). Our results suggest
that in our experimental model binding of OPN to factor H must occur over a tirne frarne
which allows the molecules to be available for incorporation in bone and/or that OPN
prefers a calcifying matrix to complernent factor H.
In conclusion, this first ultrastntctural study demonstrates that dinitrophenylated OPN can
be traced following either systernic or local administration and that the ‘surgical window’
in the rat hemimandible is an efficient system for investigating the fate of proteins
administered at Ïow concentrations per unit time. It also clearly shows that circulating OPN
can integrate into bone compartments such as mineralization foci and cernent unes. This
suggests that the action of this matrix protein extends beyond its microenvironment.
Cfrculating molecules may have an important impact on initial events ofbone formation for
which few molecules are generally required. The surgical window’ approach allows to
irivestigating the fate of noncollagenous rnatrix proteins over time afier they are released
from the ceils that manufacture them, and is applicable to a number of ftmnctional studies
oj
such as determining the behavior of different isoforrns and evaluating the activity of
predicted frmnctional groups.
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Figure Legends
figure 1. (A) Photograph illustrating the separated masseter muscle, the hole (aiiows)
drilled in the hemirnandible and the metal catheter Iinking the tubing of the osmotic
minipump to the hole. (B) Isolated hernirnandible with catheter in place. (C) X-ray showing
the position of the catheter. (D-G) Light rnicrographs iflustrating the histological
appearance of a bone defect I day alter its creation. The drilling site (DS) contains a
granulation tissue with fibrin, bone debris, an infiammatory cell infiltrate, and
multinucleated giant ceils (MGC). Osteoclasts (Oci) are frequently apposed to bone
surfaces in proximity to the hole. (H,1) Light micrographs illustrating the histological
appearance ofthe drilling site at day 3 afier creation ofthe surgical window. Note that there
is already new bone formation along the walls of the bony hole [osteoblasts (Oh)]. A
cernent une (CL) dernarcates the new from the old bone. The new bone is less
metachromatic and contains plump, cuboidal osteoblasts with well-developed Golgi regions
(G, here appearing as pale paranuclear regions). Bars in A-C = I cm, Bar in D = 300 tm,
Bars in E, f = 75 pin, Bar in G = 150 im, Bars in H, I = 10 trn.
figure 2. Electron micrographs illustrating the distribution of endogenous albumin (ALB)
and of dinitrophenylated albumin (ALB-DNP) following intravenous injection. (A)
Endogenous albumin is abundantly present in the intercellular space (arrows) between
osteoblasts and in osteoid, but comparatively less in bone. (B-D) Similarly, tagged albumin
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is found in osteoid but very few gold particles are associated with interfibrillar
accumulations ofnoncollagenous matrix (arrowheads), cernent unes (CL) or calcified bone
matrix. RBC, red blood ce!!; Ob, osteoblasts. Bars = 500 nm.
figitre 3. Immunocytochernical preparations of tibia! bone (A-C) following a single
intravenous injection ofdinitrophenylated osteopontin (OPN-DNP) and (D) for endogenous
osteopontin (OPN). (A) The lamina lirnitans (LL) coating calcified cartilage frequentÏy
incorporates tagged molecules. (B) These are also found in the cernent une (CL) separating
adjacent regions of bone in rnixed spicules and (C) in interfibrillar matrix accumulations
(arrowheads) arnong the calcified collagen. (D) Characteristic labeling for osteopontin over
a CL and interfibrillar matrix accumulations. N; nucleus; Ob, Osteoblast. Bars = 500 nm.
figttre 4. Immunocytochemical preparations of (A,B) tibia! and (C) alveolar bone afier a
24-hour infusion of high (A-C) and near-physio!ogica! doses (D,E) of dinitrophenylated
osteopontin (OPN-DNP). (A) Labe!ing was found on cernent unes (CL) separating calcified
cartilage from bone and, in sorne regions, over matrix accumulations (arrowheads) among
the calcified collagen fibrils. (B) Dinitrophenylated OPN was occasionally associated with
rnineralization foci in osteoid. (C) The fibrin dot at the drill site sequesters sorne of the
tagged molecules, particu!arly when high amounts of tracer are infused. When lower
concentrations are administered, tracer accumulate mainly on bone surfaces exposed during
drilling either (D) along the wall ofthe bony hole or (E) slightly below the surface where
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adjacent layers ofbone sornetimes pull apart along cernent lines (arrowheads). Such defects
allow diffusion oftagged molecules to deeper regions ofbone. Bars in A, B = 200 nrn, Bars
in C-E = 500 nm.
figitre 5. Immunocytochemical preparations of alveolar bone afier a 3-day infusion of
dinitrophenylated albumin (ALB-DNP). (A,C) Tagged alburnin is mainly found in the
fibrin dot along the walls of the bony hole and in osteoid near the drill sites. Note the
absence of labeling on the exposed boue surface (arrowheads). (B) Some tracer diffuses
along osteocyte canaliculi. Bars = 500 nrn.
figttre 6. Electron micrographs ofalveolar bone afier 3-day infusions ofnear-physiological
doses of dinitroplienylated osteopontin (OPN-DNP) (A-D) imrnunolabeled for
dinitrophenol and (E) endogenous osteopontin. (A) Tagged molecules get incorporated in
new boue formed during the infusion interval at mineralization foci, (B) cernent hues (CL)
and (D) lamina limitans (LL) associated with boue lining celis (BLC). (C)They also coat
boue debris at the drill site. (E) Endogenous osteopontin typically accumulates in cernent
unes between adjacent layers of boue and to a lesser extent in the lamina lirnitans
surrounding osteocytes (Oc) lacunae. Ob; osteoblasts. Bars = 500 nui
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TABLE 1
Experimental Outiine
Experimental Method of
Agent Administration
(a)ALBDNp i.v.
ALB-DNP Minipump
(b) OPN-DNP i.v.
OPN-DNP Minipump
OPN-DNP Minipurnp
OPN-DNP Minipump
ALB concentration in rat serum: 29.2 mg/ml (Schreiber et al., 1971).
OPN concentration in human serum: 1) total OPN: 439 ng/ml (Fedarko et al., 2001), 2) ftee
OPN: 33-47 ng/ml (Bautista et al., 1996; Singhal et al., 1997).
The protein concentration ofALB-DNP complexes was determined to be 20 mg/ml using
the method of(Schaffner and Weissmann, 1973).
(b) The concentration of OPN-DNP complex was estimated at 50 jig/t1 based on yields
obtained preparing ALB-DNP.
(c) For single systemic injections, near physiological doses do not exceed the total amount
of endogenous protein present in blood. For local delivery, the infusion rate per hour does
not exceed estimated arnounts passing through the tissues in the blood.
Time ofRange Amount Sacrifice
Near-physiological 127 mg 2-8 h
Near-physiological 300 ig/h 3 days
High 25 jig 24 h
Near-physiological 0.52 1g/h 1 day
High 3.54 ig/h I day
Near-physiological 0.32 tg/h 3 days
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Chapitre 3
In Vivo Functional Analysis of Polyglutamic Acid Domains in
Recombinant Bone Sialoprotein
Reproduced, with permission, from Rima M Wazen, CoraÏee E. Tve, Harvev A. GoÏdberg,
Graeme K. Hunter, GharÏes E. Smith and Antonio Nanci
Journal ofHistochemistry & Cytchemistry 55. 1: 35-42 (2007)
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Sommaire
La sialoprotéine osseuse (BSP) est présente dans les tissus minéralisés où elle peut
s’associer aux cristaux d’hydroxyapatite (HA). In vitro, il a été suggéré que cette protéine
non-collagénique (PNC) régulerait la formation des HA par la présence de deux séquences
poly [E]. Puisque les effets in vitro ne reflètent pas toujours ce qui se passe dans le corps,
nous avons évalué in vivo la contribution de ces deux domaines aux propriétés de liaison de
la BSP recombinante produite par des cellules procaryotiques. Une forme native (prBSPE)
et une mutante (prBSPA), dont les domaines riches en acides glutamiques ont été remplacés
par des séquences de polyalanine (poly [A]), ont été conjuguées au dinitrophénol (DNP).
Les deux préparations, incluant la protéine intacte et quelques produits de dégradation, ont
été administrées dans une fenêtre chirurgicale grâce au système de la mini-pompe
osmotique. L’irnmunomarquage de ces deux protéines a été réalisé à l’aide d’anticorps
dirigés contre le DNP. La prBSPr-DNP a été retrouvé aux surfaces minéralisées exposées
durant la chirurgie ainsi que dans certains canalicules d’ostéôcytes. Très peu de particules
d’or ont été détectées lors de l’infusion de la prBSPA-DNP. Les études quantitatives ont
permis de déterminer que la différence de marquage entre les deux préparations protéiques
était statistiquement significative (prBSPE-DNP : 5.04 + 0.73 particules/im2, prBSPA
DNP : 1.37 + 0.35 particules/im2). Ces résultats démontrent, pour la première fois, que ces
domaines de poly [E] influencent la capacité de liaison de la prBSPE aux surfaces
présentant une matrice minéralisée constituée d’un mélange de protéines et de minéraux et
pourraient donc aussi médier l’interaction de la BSP native à l’os.
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Abstract
Bone sialoprotein (BSP) is an anionic phosphoprotein expressed in mineralizing connective
tissues that binds to hydroxyapatite and nucleates its formation in vitro. Two polyglutamic
acid regions (poly [E]) are believed to participate in these activities. The aim of this study
was to evaluate the contribution of these acidic regions to the binding of prokaryote
recombinant BSP (prBSPE) within an actual in vivo environment. Full-length prBSPE and
PrBSPE in which the poly [E] domains were replaced by polyalanine (prBSPA) were tagged
with dinitrophenol (DNP). Tagged preparations comprised intact molecules and some
fragmented forms. They were infused through a surgicaÏly created hole in the bone of rat
hemimandibles and detected using immunogold labeling with anti-DNP antibodies.
prBSPE-DNP was consistently immunodetected along exposed mineralized bone surfaces
and osteocyte canaliculi at the surgical site. Few gold particles were observed on these
surfaces when prBSPA-DNP was infused. Quantitative analyses showed significant
differences in labeling between prBSPE-DNP (5.04 ± 0.73 particÏes/1m2) and prBSPA-DNP
(1.37 ± 0.35 partic1es/tm2). These results indicate that poly [E] domains influence binding
of prBSPE to surfaces presenting a mixture of mineral and proteins bathed by tissue fluids,
and suggest that they may similarly mediate the interaction of native BSP in the bone
environment.
58
KEYWORDS: Bone sialoprotein, Po lyglutamic acid, Mineralized matrix, B inding capacity,
Immunocytochemistry
59
Introduction
In vertebrates, the majority of calcified tissues have a coilagen type I framework which
accommodates a minerai phase consisting of carbonated apatite. Non-coilagenous proteins
(NCPs) are dispersed throughout this framework (reviewed in Nanci 1999) and aithough
they represent minor constituents, they exert major regulatory influences on the deposition
of minerai and the activity of the ceils responsibie for the formation of the tissue (Robey
2002; Boskey 2003).
Bone sialoprotein (BSP) is a NCP member ofthe Small Integrin-Binding Llgand N-linked
Glycoprotein (SIBLING) family of proteins (Fisher et al. 2001) whose pattem of
expression is temporaiiy and spatially associated with initial mineralization events (Chen et
ai. 199ia, 1991b). Like other members ofthis family, it contains an integrin binding site
and numerous posttransiational modifications, including N- and O-linked giycosyiation,
tyrosine sulfation, and serine and threonine phosphoryiation (Ganss et aI. 1999). These
posttranslational additions are beiieved to mediate matrix-matrix and ceil-matrix events, for
example, phosphorylation influences crystal growth while glycosylation can affect ceit
attachment (reviewed in Qin et al. 2004).
Structural characterizations ofBSP and in vitro assays have revealed two giutamic acid rich
regions (poly [E]) in the N-terminal halfofthe moiecute (Hunter and Goidberg 1993, 1994;
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Harris et al. 2000; Tye et al. 2003). These domains are beiieved to be partial ly responsible
for the nucleating activity of BSP and could also be involved in the binding capacity of
BSP to liydroxyapatite (HA) (Oldberg et ai. 1988; Stubbs, III et ai. 1997; Goidberg et ai.
2001).
Our current understanding of the properties, activities, and molecular structure of BSP
derives mainly from in vitro assays and in silico predictions. The objective of this study
was to test, in the biologicai envfronment ofthe body, the hypothesis that poiy [E] domains
contribute to the binding capacity ofBSP to minerai. These poiy [E] domains were mutated
for poiyalanine (poly [A]) in BSP because L-alanine lias been shown to have no affinity for
minerai (Moreno et ai. 1984). Dinitroplienoi-tagged molecuies were infused through a hole
in tlie mandibular bone (Nanci et ai. 2004), and tliew presence along surgicaiiy exposed
bone surfaces tliat present a mixture of organic matrix and apatite minerai, was revealed
using quantitative colloidai goid immunoiabeiing.
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Materials and Methods
Site-directed Mutagenesis
Full-length recombinant rat BSP (prBSPE) and a mutated form referred to herein as prESPA
were both prokaryotically expressed and purified as described in Tye et al. (2003). for
prBSPA, the two poly [E] domains on prBSPE were replaced by poly [A] groups by site
directed mutagenesis (Figure 1). for both recombinant molecules, the signal sequence at
the N-terminal was removed and replaced by two vector-derived amino acids. A thrombin
cleavable pentahistidine site was added to the carboxyl-terminus of the cDNA for
purification purposes.
Dinitrophenylation
full-length prBSPE and prBSPA were tagged with dinitrophenol (DNP) on lysine groups
(f igure 1) using the method ofLittie and Eisen (1967). Labeling efficiency was estimated
at 38% or 5 ofthe 13 lysine groups available in prBSPE or prBSPA based on yields obtained
when preparing albumin-DNP (Nanci et al. 2004). At maximum labeling, 5 DNP groups
would increase the base molecular mass of prBSPE or prBSPA by no more than 835 daltons.
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SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) ami Western
Blotting
prBSPE and prBSPA (with and without DNP tag) were solubilized into sample preparation
buffer containing 62.5 mM Tris (pH 6.8), 2% SDS, 15% glycerol, 40 mI\4 dithiotbreitol,
and 0.005% bromophenol blue (final concentrations). Approximately 5 tg of protein was
applied to individual lanes of mini-gel format (8.6 cm x 6.8 cm x 1 mm) 12%
polyacrylamide slab gels. Broad range molecular mass proteins (Bio-Rad, Mississauga,
ON, Canada) were also loaded. Polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of SDS
was carried out under discontinuous conditions as described by Laemmli (1970). Silver
staining of some gels was done using the Blum mcthod described by Rabilloud et al.
(1994). For other gels, proteins were transferred onto nitrocellulose membranes (BA-85;
Schleicher & Schuell, distributed by Mande! Scientific Company Inc., Guelph, ON,
Canada) and probed with anti-DNP antibody (1:10,000; Dako Corp. Carpinteria, CA) or
anti-BSP antibody (1:500; LF-100; courtesy ofDr. L.W. Fisher, NIDCR, NIH, Bethesda,
MD) as described previously (Chen et al. 1995). Detection was pcrformed with a secondary
goat anti-rabbit antibody IgG-peroxidase conjugate (1:30,000; Sigma-Aldrich Canada Ltd,
Oakville, ON, Canada) and using the ECL plusTM Westen blotting detection system
(Amersham Biosciences, Baie d’Urfé, QC, Canada) as recommended by the manufacturer.
Molecular mass rnarkers were visualized by staining with Ponceau S (Sigma-Aldrich
Canada Ltd).
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Surgical Procedure
Holes were surgically created in the bone on the buccal aspect ofthe right hemimandible of
male Wistar rats weighing 100 ± 10g (Charles Rivers Canada; St-Constant. QC, Canada),
as previously described (Vu et al. 1999). Alzet osmotic minipumps (mode! 2001D, 200 jiL,
8.0 jiL/h; Aiza Corporation, Palo Alto, CA) filled with prBSPE-DNP or prBSPA-DNP were
slipped under the skin ofthe back ofthe animal. Estimated delivery rate was 0.6 tg/h over
1 day, for a total of 14 tg of protein infused into each rat. Three-day Aizet osmotic
minipumps (mode! 1003D, 100 tL, 1.0 1.i.L/h; Alza Corporation) fihled with prBSPE-DNP
were also piaced in some animais. Estimated delivery rate was 0.35 ig/h, for a total of 25
jig of protein delivered. Negative control rats were sham-operated or infused with 0.9%
sodium chloride (JT Baker, Phillipsburg, NJ). Each experimental group contained 3
animais. The rats received an injection of Temgesic® (Buprenorphine hydrochioride,
Reckitt and Colman, Huli, UK) and following surgery, they were fed with soft food
containing Temgesic®. X-rays were taken to verify the positioning and the stability of
catheters. AIl experimental protocols and anima! handling described above were done in
accordance with guidelines followed by the Comité de déontologie de l’expérimentation sur
les animaux of Université de Montréal.
Tissue Processing
Animals were anesthetized with chlorai hydrate (0.4 mg/g body weight; Sigma-Aldrich
Canada Ltd) and fixed by intracardiac perfusion with 4% paraformaldehyde (BDH, mc,
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Toronto, ON, Canada) and 0.1% glutaraldehyde (Electron Microscopy Sciences,
Washington, PA) buffered with 0.08M sodium cacodylate (Electron Microscopy Sciences)
containing 0.05% calcium chloride (Sigma-Aldrich Canada Ltd), pH 7.2, for 20 min.
Treated and control contralateral hemimandibles, as well as knees, were dissected and
ftirther fixed by immersion in the same fixative overnight at 4°C. Tissues were decalcified
for 14 days at 4°C in 4. 13% disodium ethylenediamine tetra-acetic acid (EDTA; Fisher
Scientific, Whitby, ON, Canada) (Warshawsky and Moore 1967). Decalcified tissues were
washed for 24h in 0.1M cacodylate buffer, pH 7.2, dehydrated in graded ethanol, ernbedded
in LR White resin (London Resin Company; Berkshire, UK), and polymerized for 48h at
58°C.
Immunocytocliemistry
Light microscopic observations were done with 1 jim serni-thin sections eut with glass
knives on a Reichert Jung Ultracut E ultramicrotome (Leica Microsystems; Wetzlar,
Germany) and stained with toluidine blue. Ultrathin sections 80-100 nm in thickness were
eut with a diamond knife and transferred onto Formvar®coated (polyvinyl formate) (Meca
Ltée, Montréal. QC, Canada) 200-mesh nickel grids. Immunolocalizations ofproteins were
done as previously described (Nanci et aI. 1996) using the postembedding colloidal gold
method (review by Bendayan 1995). Anti-DNP antibody (1:200, 3 hours; Dako Corp) was
used to reveal the DNP-protein complexes and anti-BSP antibody (1:500, 3 hours; LF-l00;
courtesy of Dr. L.W. fisher) to detect both endogenous and tagged molecules. Ail grids
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were stained with 4% aqueous uranyl acetate for 8 min and with lead citrate for 2 mm, and
examined in a transmission electron microscope (80 kV, JEM-2010, JEOL, Tokyo, Japan).
Quantification of Immunolabeling
Random fields of exposed bone surfaces at the periphery of surgical areas were
photographed at x15,000 magnification in the transmission electron microscope. A
rectangular grid representing I im height x 2 tm width (2 iim2) were superimposed over
appropriately scaled printed micrographs, and the number of gold particles falling within
the rectangle was scored. Seventy-two rectangular areas were counted foi- prBSPE-DNP, 51
for prBSPA-DNP, and 14 for sham-operated animais. Subsequent analyses of data were
done using Version 7.1 of Statistica for Windows (Statsoft Inc., Tulsa, OK) and resuits
expressed as means + standard deviations. Particle counts for each group did not follow
normal distributions and the nonparametric Kruskal-Wallis ANOVA and median test
followed by multiple comparisons of mean ranks for ail groups were used to define levels
ofsignifieance; p < 0.05 were considered signifleant.
Molecular Modeling
Moiecular modeling (Figure 1) was done using Version 2.05 of Alchemy 2000 for
Windows (a simplified version ofthe SYBYL software package supplied by Tripos Inc., St.
Louis, MO; SYBYL is still sold commercially but the Windows based program is not). Full
iength sequences for prBSPE and prBSPA, both 314 amino acid residues in length, were
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entered into the protein sequence editor and modeled as random cous using program
defaults (fihled valences and hydrogen atoms present in each mode!). These random coi!
models reflected possible folding arrangements in solution based on the inherent
physicochemical properties of the amino acids that comprise prBSPE and prBSPA (Figure
1), and are consistent with existing NMR data indicating that BSP is unstructured in
solution (Fisher et al. 2001). We chose to represent prBSPE and prBSPA in an extended,
rather than a compact, random cou arrangement to facilitate illustration of the location of
certain amino acid groups like lysine across the length of the protein molecule (Figure I).
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Resuits
Schematic random cou models of prBSPE and its alanine-substituted mutant form (prBSPA)
are shown in Figure 1. Both prBSPE and prBSPA contain 13 lysine groups in identical
positions (numbered 1-13 in F igure lA) any one or more of which can react with DNP
during the dinitrophenylation procedure. Eleven (85%) of the lysines are located in the N
terminal haif of the molecule (Figure lA), and five of these (45%) are within the same
globular domain where the two polyglutamic acid motifs were replaced by polyalanine
motifs in prBSPA (Figures lB, 1C). As expected, substitution of 17 glutamic acid residues
by an equal number of alanine residues alters both the isotopic molecular mass (from
34,854 to 33,86$ daltons) and electronegativity (pI rises from 4.20 to 4.38) of the protein.
At pH 7.4, prBSPE is estimated to carry a charge of-55.7 whereas prBSPA would have a
charge of -38.2. The models shown in panels B and C of Figure 1 suggest that these
differences in residue type and charge do flot, however, cause major changes in the
conformation ofthe protein in solution at least in terms ofextended random cou models.
Silver stained SDS-PAGE gels showed that uncomplexed prBSPE and prBSPA exhibit a
major bands near 66 kDa (Figure 2), a finding consistent with the previously reported
apparent molecular mass ofthese recombinant proteins (Tye et al. 2003). Some very faintly
stained hands, that likely represent degradation products, were also detected at lower
molecular mass. Consistent with the small differential in deduced molecular mass and
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electronegativity, the main prBSPA band migrated slightly lower than the one for PrBSPE
(figure 2). The silver-staining pattem was similar afier dinitrophenylation, indicating that
the addition ofDNP residues did flot substantially alter the electrophoretic rnobility ofthese
proteins. On immunoblots, anti-BSP antibody reacted with both DNP-complexed and
uncomplexed versions of prBSPE and prBSPA (f igure 2). The major staining was observed
near 66 kDa. Noteworthy, most of the lower molecular mass bands reacted with the anti
BSP antibody indicating that they represent fragments of the recombinant proteins and not
unrelated contaminants (f igure 2). Except for the presence ofa few, faintly reactive higher
molecular mass bands which Ïikely result from aggregation during dinitrophenylation and
some other lower molecular mass bands around 31 kDa, the staining patterns before and
afier tagging were similar, indicating no effect on the antigenicity (figure 2). Immunoblots
with anti-DNP revealed that the most intense staining was also associated with the major
bands near 66 kDa (figure 2). The higher and lower molecular mass hands were also
reactive, indicating they also contain dinitrophenol residues.
To investigate binding potential, mineraÏized bone surfaces at the surgical site were
continuously exposed to either prBSPt-DNP or prBSPA-DNP by infusion for 24 hours. The
reason for tagging the two forms ofprBSP with DNP vas to be able to discriminate infused
prBSP from endogenous BSP. Tagged molecules were irnmunodetected mainly over the
surface layer of bone surrounding the drill site (f igure 3A). Dinitrophenylated pfoteins
were occasionally found in deeper regions along the surface of microfractures created
during the surgical procedure. On the other hand, fewer gold particles were associated with
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the bone matrix wben prBSPA-DNP was infused (figure 3B). Incubation with anti-BSP
showed labeling along exposed bone surfaces as weil as at sites where endogenous
moiecuies norrnally concentrate, such as cernent unes and interfibrillar matrix
accumulations (Figure 3C). In animais inftised for 3 days with prBSPr-DNP, sorne goid
particles were aiso found over matrix accumulations in newly formed bone near the drill
site (Figure 4). Hardly any gold particles were observed over tissue sections from sham
operated animais when incubated with anti-DNP antibody (Figure 3D). No significant
irnmunolabeiing was seen over bone in contralaterai hernirnandibles or in the tibias of
animais infused with prBSPr-DNP or prBSPA-DNP (data not shown).
Quantitative analyses foilowing 1-day infusions indicated labeling indices of 5.04 + 0.73
gold particles/jtrn2 of exposed bone surface for prBSPE-DNP and 1.37 + 0.35 gold
particies/tm2 of exposed bone surface for prBSPA-DNP. The background levei was
evaiuated by incubating sham-operated animais with anti-DNP and resulted in a labeling
index of 0.14 + 0.23 goid particles/tm2 ofexposed bone surface. The difference in labeling
between prBSP1-DNP and prBSPA-DNP as well as between both these proteins and
background was statisticaiiy significant (p <0.05) (Figure 5).
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Discussion
Pertinent ffinctionai information can be derived from in vitro assays but, ultimately, resuits
must be validated in vivo where the physiological environment is complex. In this context,
a recent study on the binding of saÏivary proteins to HA has questioned the biological
relevance ofadsorption data obtained from in vitro studies using single proteins (Yin et al.
2005). b our knowledge, our investigation is the first study attempting to evaluate in a
multifactorial animal model the effects of altering ftmctional domains on the binding
capacity of a prokaryote recombinant form of BSP to a mineraiized substrate. The resuits
show that substitution ofpoly [E] domains by poly [A] has a major impact and reduces by
73 % its binding to mineralized bone. Our resuits do not aÏlow distinguishing whether the
effect is on binding to the minerai or to the organic phase because the tissues were
decalcified for histological processing. However, retention of tagged molecules in such
preparations can only occur if they are in close proximity to bu& endogenous organic
matrix constituents to which they are cross-linked by the fixative. In addition, BSP has
been shown to interact with collagen (Fujisawa and Kuboki I 992; Tye et al. 2005). Organic
constituents are very closely associated to the minerai and can therefore influence any
interaction with it. These possibilities must be taken into consideration when investigating
the frmnction and minerai binding capacity ofproteins within the biological environment of
the organism.
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There have been in vitro studies investigating the role ofpoly [E] domains in the nucleating
activity and minera] binding capacity ofBSP (Hunter and Go]dberg 1994; Stubbs, III et al.
1997; Goldberg et al. 2001; Tye et al. 2003). In a recent report, it was demonstrated that the
replacement of both contiguous poly [E] domains with poly [A] resulted in a significant
reduction, but not comptete loss, of the nucleation capacity of prBSPE (Tye et al. 2003).
Similarly, synthetic homopolyrners of poly [E] do not completely inhibit the binding of
native BSP to HA (Goldberg et al. 2001). It was therefore suggested that additional
domains or specific conformational motifs on BSP are involved in HA binding and
nucleation (Tye et al. 2003). The fact that prBSPA stili exhibits some binding to rnineralized
bone matrix (Figure 5) is consistent with an implication of other molecular determinants on
the protein backbone in the interaction ofBSP with HA.
Immunoblotting indicates that both tagged protein preparations comprised the intact
molecules (major band near 66 kDa) but also some sma]]er and higher molecular mass
proteins. However, these must clearly represent minor constituents because they are barely
visible on silver stained gels. This is consistent with a prcvious report that similar
prokaryote recombinant BSP preparations had an apparent 99%+ purity based on amino
analysis and mass spectrometry (see Tye et al. 2003). Furthermore, it is doubtifil that any of
them represent contaminating bacterial products since most of the bands are recognized by
the anti-BSP antibody. Therefore, the low molecular mass protein bauds most likely
correspond to degradation products, present in very ]ow amounts in the original
recombinant protein preparations and/or that formed during handiing ofthe purified protein
72C for biochemical analyses and dinitrophenylation. In the case of the high molecular mass
ones, they probably represent aggregates that formed during the dinitrophenylation process
since these are flot present in the uncomplexed proteins. Noteworthy, the anti-DNP
immunoblots show that both ÇrBSPE-DNP and prBSPA-DNP have very similar banding
patterns, suggesting that both preparations have been similarly affected. The presence of
more than one labeled form in infrisates complicates interpretation of the resuits since it is
flot possible to unequivocally attribute the observed difference in binding solely to the
substitution of poly [E] by poly [A] domains. However, together the data strongly suggests
that the differential binding observed has a Ïimited contribution from these other minor
dinitrophenylated BSP products and ïs Jikely due to the basic difference between the two
proteins, that is, substitution of poly [E] domains by poly [A] which interestingly does not
seem to affect significantly breakdown. Irrespectively, the data unequivocally demonstrates
that the two preparations behave differently in an in vivo environment.
Based on the equal number of lysine residues present in prBSPE and prBSPA and the
suggestion from random coil modeling that both proteins share similar inherent
conformations in solution, there is littie reason to suspect that the differential binding
observed would be due to differences in degree of dinitrophenytation, especially
considering that the disparity in binding between prBSPE and prBSPA was almost 80%.
Another possible cause would be the charge differential between prBSPE and prBSPA. At
physiological pH, the estimated charge ratio of prBSPE/prBSPA is about 1.45, whereas the
ÇrBSPE/prBSPA binding ratio determined in this study was 3.69. If the observed difference
C
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in binding were due solely to charge, then both the binding ratios and charge ratios should
be identicaL Since the ratios actually differ by over 2.5 X, it must include other components
such as the nature of the amino acid residues that make up the binding sites.
As previously demonstrated with osteopontin-DNP, NCPs infused through a rninipump
effectively integrate into bone compartrnents where endogenous proteins are normally
found (Nanci et al. 2004). Detection of tagged prBSPE in the interfibrillar matrix
accumulations following a 3-day infusion shows that recombinant BSP can also integrate
into newly formed bone. The abundant immunodetection of endogenous BSP along
exposed surfaces demonstrates that the observed binding of tagged molecules onto these
surfaces is a normal event and is not induced by dinitrophenylation or by the infusion
process itseÏf. The body seems to respond to bone damage by quickly sequestering and
accurnulating NCPs, such as BSP and osteopontin (Nanci et al. 2000, 2004), on exposed
mineraiizcd surfaces. Absence of osteoblasts on these surfaces, paucity of inflammatory
ceils such as macrophages (McKee and Nanci 1996) in thefr immediate vicinity, and
incorporation of tagged molecules administered at a distance indicate that circulating
molecules, from blood or the tissue fluid microenvironment, are likely sources for these
proteins. lndeed, it bas been proposed that circulating NCPs also contribute to the
formation of cernent unes at natural bone interfaces (Nanci et al. 2000, 2004). The
abundance of endogenous BSP also suggests that the native, posttranslationally modified
molecule may have a higher affinity for exposed bone matrix than either version of the
recombinant proteins used in this study. In this context, it bas been shown that although
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posttranslational modifications are flot necessary for the nucleating activity of BSP, they
increase the potency ofthe molecule (Tye et al. 2003).
No binding of either prBSPE or prBSPA was observed at a distance away from the infusion
site. This may reflect the possibility that (1) no naturaÏly exposed bone surfaces were
available and (2) concentrations may be high near the site of infusion but reach levels
below the detection limit as the molecules diffuse away. Alternatively, molecules may bind
to complement Factor H and thus be sequestered to limit their frmnctional ranges (Fedarko et
al. 2000). Our results suggest that if prBSP binds to Factor H, this must occur over a time
frame which allows the molecules to also interact with the exposed mineralized matrix or
that the protein prefers a calcified matrix (Nanci et al. 2004). Interestingly, Factor H is
known to bind sialic acid-containing proteins (Meri and Pangburn 1994; Fedarko et al.
2000; Pangburn et al. 2000). The potential sequestration of prBSP by Factor H would
therefore imply that sialic acid or other post-translational modifications may not be
necessary for this interaction.
Infusion of DNP-tagged molecules through surgically created holes in bones permits
experiments to be carried out at near physiological concentrations, to distinguish the
administered molecules from endogenous ones, and to follow them over time (Nanci et al.
2004). This approach can be applied to a number of ftmnctional studies such as determining
the behavior ofdifferent isoforrns and evaluating the activity ofpredicted functional groups
and bioactive peptides.
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In conclusion, the resuits of this study show that substitution of poly [E] by poly [A]
domains reduces the ability of a preparation of prBSP comprising intact molecules and
fragments to bind and accumulate at exposed surfaces of minerallorganic matrix bone
composite in the real tissue microenvfronment. It sbould be noted that in vivo the behavior
of a protein will not only depend on its physicochemical properties (e.g. affinity for HA)
but will also reflect the modulation of these properties by the various tissue components it
is exposed to. for example, the effect of proteins on mineralization can vary depending on
whether they are in solution or bound to collagen (Saito et al. 1998, 2000). Also, affinity of
a protein for HA can be enhanced through interactions with other proteins (Yin et al. 2005),
as would be found in the organic matrix generafly associated with HA and in tissue fluids.
In addition, it bas recently been shown that adsorption of bovine serum alburnin to HA is
influenced by the degree ofcomplexing of calcium ions to the protein (Kandori et aÏ. 2005),
a factor which is surely pertinent in vivo. Indeed, regional interactions may be one way by
which proteins exert multiple behaviors. The approach we have used here offers a simple
system in which amino acid motifs, posttranslational modifications and derived peptides
can be tested for ffinction and therapeutic potential in an environment that reflects the
complex nature ofthe body.
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Figure Legends
figure 1. Schematic models of (A,B) rat recombinant BSP (prBSPE) and (C) its alanine
substituted mutant form (prBSPA) in extended random cou orientation. The backbone of
BSP us represented as a meandering ribbon and amino acid groups ofparticular interest are
shown in different colors (RED - polyglutamic acid motif regions; 3LUE - polyalanine
substituted motif regions; GREEN, lysine residues; MAUVE, polyhistidine motif in His-tag
region; CYAN
- single glycine residue present in polyglutamic acid and polyalanine motif
regions).
figttre 2. Characterization of the prokaryote recombinant BSP preparations. The first lane
contains standard broad-range molecular mass markers (in kDa) stained with Ponceau S.
Protein profile of prBSPE and prBSPA with or without DNP as revealed by silver staining
(Lanes 2-5). Immunoblots of prBSPE and prBSPA with or without DNP probed with
antibodies for BSP (Lanes 6-9) and DNP (Lanes 10-13). Lanes 2,6,10: prBSPE, Lanes
3,7,11: prBSPE-DNP, Lanes 4,$,12: prBSPA, Lanes 5,9,13: prBSPA-DNP.
figure 3. Transmission electron micrographs illustrating the mandibular bone at the
drilling site (DS). Dinitrophenylated prBSPE (prBSPE-DNP) (A, arrowheads) and prBSPA
DNP (B, arrowheads) were observed on bone surfaces surrounding the DS where
o84
endogenous BSP (C) is also found. Tissue sections from sham-operated animais were used
as negative controls to evaluate the background level (D). Bar = 100 nm.
figure 4. Transmission electron micrographs of mandibuiar boue following a 3-day
infusion with prBSPE-DNP. Tagged molecules were observed incorporated into newiy
formed bone mati-ix (arrowheads). Bar = 100 nm.
figtire 5. Quantitative analysis of the differentiai binding between prBSP1-DNP, prBSPr
DNP and sham-operated animais after a 24-hour infusion period (expressed as mean ±
standard deviation). Differences between the 3 groups are significant (p < 0.05).
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Chapitre 4
Local Gene Transfer to Calcified Tissue Celis Using Prolonged
Infusion of a Lentiviral Vector
Reproduced, with permission, from Rima M Wazen, Pierre Moffatt, Sylvia
Francis Zaïzal, Nach G. DanieL Karen A. Westerman andAntonio Nanci
Gene Therapy 13. 22: 1595-1 602 (2006)
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Sommaire
Le transfert de gène à l’aide de vecteurs viraux permet d’exprimer une protéine de façon
soutenue dans un tissu cible. Cependant, l’injection de vecteurs viraux dans les tissus
calcifiés demeure encore problématique en raison de leur accès restreint. Dans cette étude,
nous avons tout d’abord évalué l’efficacité de lentivirus à infecter des cellules
ostéogéniques in vitro, puis nous avons exploré la possibilité d’infecter directement des
cellules osseuses in vivo. Deux lentivims (LV) encodant pour la protéine fluorescente verte
(GFP) ou l’améloblastine (AMBN) ont été produits. Cette protéine est associée à la
minéralisation mais n’est pas présente dans l’os postnatal. L’efficacité des construits viraux
a été examinée suivant la transfection de cellules osseuses de souris de la lignée MC3T3 et
de cellules ostéogéniques primaires provenant de calvaria de rats nouveau-nés. Les
lentivirus ont été infusés, à l’aide d’une mini-pompe osmotique, dans une fenêtre
chirurgicale créée dans l’os alvéolaire de l’hémimandibule du rat ou dans l’os cortical du
tibia. L’expression in vitro et in vivo de ces deux protéines a été détectée par
immunohistochimie et observée au microscope optique et à fluorescence. Les résultats
montrent que dans les modèles de cultures de cellules osseuses, les transgènes sont
exprimés de façon stables. In vivo, l’expression du GFP est détectée au site d’infusion, de la
même manière, l’AMBN est exprimée par des cellules fibroblastiques, ostéoblastes,
ostéocytes et ostéoclastes. Nos analyses démontrent que les lentivinis peuvent infecter avec
une grande efficacité les cellules ostéogéniques en culture, et que l’infusion du lentivirus
permet la transfection du tissu osseux. La capacité d’exprimer un transgène localement
92C dans l’os illustre donc la faisabilité de notre approche expérimentale et ouvre la porte à des
études fonctionnelles et à l’évaluation d’ application thérapeutique d’une protéine
d’intérêt exprimée par un transgêne.
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Abstract
Gene transfer using viral vectors offers the potential for the sustained expression ofproteins
in specific target tissues. However, in the case ofcalcified tissues, in vivo delivery remains
problematic because oflimited accessibility. The aim ofthis study was to test the efficiency
of lentiviral vectors (LVs) on osteogenic ceils in vitro, and detennine the feasibility of
directly transducing resident bone celis in vivo. LVs encoding for green fluorescent protein
(GFP) and arneloblastin (AMBN), a protein associated with mineralization not reported in
boue, were generated. The transduction efficiency of the LVs was evaluated using the
MC3T3 ceil une and primary calvaria-derived osteogenic ceils. For in vivo delivery, the
LVs were inftised using osmotic minipurnps through holes created in the bone of the rat
hemimandible and tibia. The production of GFP and AMBN in vitro and in vivo was
monitored using fluorescence microscopy. Both transgenes were expressed in MC3T3 and
primary osteogenic ceils. In vivo, GfP was detected at the infusion site and fibroblast-Iike
ceils, osteoblasts, osteocytes and osteoclasts expressed AMBN. Our data demonstrate, for
the first tirne, that primary osteogenic celis are efficiently transduced with LVs and that
their infusion is advantageous for locally delivering DNA to bone celis.
KEYWORDS: Arneloblastin, Bone. Osteogenic celi culture, Gene transfer, Green
fluorescent protein, Lentivfral vector.
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Introduction
Gene transfer is particularly advantageous for sustained delivery of proteins and offers an
exciting avenue for the treatment of a variety of musculoskeletal problems. Expected
clinical applications include treatment of orthopedic and periodontal diseases, healing of
cartilage and bone defects, and ligament and tendon repair.’3 So far, the most efficient and
commonly-used vectors for gene delivery have been viruses.t4 Viral vectors have been
administered to skeletal sites in animais rnainly by local injections in vasculature trunks,’5
muscIe,69 natural cavities (e.g. joints and synovial spaces)’°4 and in post-surgical,
traumatic or congenital areas of boue defects.7”5’8 Systemic delivery via the portai vein
has also been tested to reverse osteopenia in ovariectomized mice.’9 An alternative
treatment strategy has been to transduce celis in vitro, expand and implant them at the
desired site.t2023
Most gene transfer studies conducted to date have used so-called “first generation”
adenoviruses.224’25 Their application has been limited by the inflammatory response they
elicit in vivo.t6”626’27 Lentiviruses, derived from feline (FIV) and the human
immunodeficiency virus (111V), have been developed as alternative vectors since they are
capable of stably transducing both dividing and quiescent ceils, and integrate into the host
genome for prolonged transgene expression.t26 In addition, they are less likely to induce an
inflammatory reactioni28 Efficient lentivirus-mediated gene transfer bas been
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demonstrated in several ceils and tissues including skeletal muscle,129 salivary g1ands,30
liver,t29 neural tissues31’32 and keratinoctes.33 There are only few studies on the
administration of lentiviral vectors (LVs) at calcified tissue sites and these dealt with the
periosseous implantation ofcells infected ex vivot2 L31) and local injection ofthe vector into
the synovium.t10’35
Local delivery of viral vectors into bone remains problematic because it lias so far been
limited to readily accessible anatomical sites such as the synovial cavity and bone defects,
and relatively large amounts of vector and its local persistence are requfred to successfutty
infect a sufficient number of cells.36 The latter issues are particularly problematic for small
animal models where size greatly limits the amount of virus that can be administered
locally. The laboratory bas been using “bony windows” coupled to osmotic minipumps to
continuously deliver to calcified tissues bioactive agentsi’3739 Whereas this approach
allows administration of small quantities that respect the local tissue physiology, it also
permits to locally attain relatively high concentrations and, most importantly, to
continuously replenish any material that would be rapidly cleared away.
The objective of the present study was to first dernonstrate that LVs can efficiently
transduce osteogenic celis in vitro and then determine the feasibility of directly targeting
ceils constituting bone tissue. For in vitro analyses, we have used both the mouse MC3T3
transformed ceIl line and prirnary rat calvaria-derived cells, both of which are well
established models of in vitro osteogenesis. The “bony window” approach vas applied to
O continuously infuse LVs in the rat hemimandible and tibia. Two vectors were tested, one
encoding for the cytoplasmic green fluorescent protein (GfP) reporter molecule and the
other for ameloblastin (AMBN), a matrix protein secreted by the epithelial tooth
ameIob1asts.40 AMBN was selected as it is irnpÏicated in biological mineralization but bas
not been found in bone, and thus could easily be distinguished from other products
manufactured by osteoblasts. The resuits demonstrate that LVs efficiently transduce both
transformed and primary osteogenic ceils in vitro. and that thefr continuous infusion is an
advantageous strategy to locally transfer DNA to bone ceils.
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Resuits
Construction of LVs and in vitro transduction efficiency in osteogenic ceils
The lentiviral maps of the vectors encoding for GFP (GFP-LV) and for AMBN (AMBN
LV) are illustrated in Figure 1. Each LV was pseudotyped with vesicular stomatitis virus G
glycoprotein, packaged, concentrated by ultracentrifugation, and then titered in HEK293
ceils. Titers were estimated in the range between 7.5 x 108
— 1 x 10 infectious units
(IU)/ml. The relative efficiency of the generated lentiviruses was evaluated in vitro on
osteogenic celis from the mouse MC3T3 ceil line and primary cultures (Figure 2). GFP was
distributed throughout the celi (Figure 2a and 2h), including the nucleus, while AMBN was
immunolocalized to a perinuclear region where the Golgi apparatus is found (Figure 2d and
2e). The percentage of infected MC3T3 celis showed little variation (almost ah cehis were
infected) as the number of IU/well increased (data flot shown). However, the intensity of
the fluorescence signals, at seventy-two hours post-infection, increased dramatically with
the number of IU/well (Figure 2c and 20. Overail, there was no significant difference in
the transduction efficiency between MC3T3 and primary calvaria-derived ceils (Figure 2c
and2f).
In primary osteogenic cehis, immunoblotting revealed no major difference in the expression
of bone sialoprotein (BSP) and, osteopontin (OPN) between celis expressing the AMBN
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transgene and control, uninfected ceils at 96 hours post-infection (Figure 3a). Double
immunofluorescence labeling confirmed the coexpressiofl of AMBN and OPN in infected
celis (f igure 3b and 3c). Transgene expression persisted for alrnost 2 weeks without any
apparent change in intensity (figure 3c). Measurements of the intensity of fluorescence
signais afier passage (figures 4a and 4b), however, indicated that the level of GfP
expression was not diminished, however, it was reduced by about haif for AMBN (F igure
4c). Subculturing the celis did flot significantly affect the percentage of infected celis for
both the GfP and AMBN transgenes (F igure 4d). Uninfected ceil cultures, and infected
cultures under control immuno labeling conditions exhib ited only background fluorescence
(data flot shown).
In vivo expression oflentiviruses delivered with an osmotic minipump
Having dernonstrated that lentiviruses can effectively transduce osteogenic celis in vitro,
we evaluated their capacity to infect bone celis in the hemimandible and tibia (Figures 5
and 6). GFP was used to assess vector delivery by rninipumps (30 x 106 lU over 5 hours)
and the resultant macroscopic distribution of infected celis. Observation under
epifluorescent light revealed GfP expression mainly at the site of infusion and its
immediate periphery (Figures 5b and 6b). h was estimated that about 3 - 8% of cells on a
tissue section, within a radius of 200 jim from the drilling site, were positive for Gf P
(figure 5h). However, some infected ceils were detected several millirneters away along the
incisor tooth (Figures 5c and 5d). Occasionally, the GFP signal extended outward of the
G
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‘bony window’ along the surface of the hemimandible and tibia (data not shown),
suggesting that some ofthe vector may have leaked out durmg infusion.
At 4 days foïlowing the infusion of AMBN-LV in the hernimandible, the protein was
detected in mononuclear celis, including sorne osteoblasts, and multinucleated ceils
bordering the bony window” (Figure 5e). In the tibia, there was an accumulation of
mesenchyrnal ceils in relation to the surgical site and celis with a rounded profile and others
with a fibroblast-like appearance expressed AM3N (Figure 6e and 6d). Afier 7 days at both
infusion sites, osteoblasts and osteocytes in newly formed bone were seen to express the
transgene (Figures 5f 5g and 6e). In the tibia, disturbance of the periosteum by drilling
frequently caused focal areas of endochondral ossification on the nearby bone surface
(Figure 7a). Chondrocytes forming the cartilage callus expressed AMBN (Figure 7b),
whereas distant chondrocytes within the epiphysal growth plate were unlabeled (f igure 7e).
No obvious side effects as well as no significant difference in bone formation between
animais receiving GFP-LV or AMBN-LV were apparent from routine histological
observation.
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Discussion
Gene transfer has been applied successfiully in various animal models to locally express
growth factors and stimulate bone repair.t2’4 The majority of these studies have used
adenoviral vectors to infect ceils either ex vivo or in vivo. These vectors, however, elicit an
immune response and have a limited duration of expression.126New generations ofvectors
have been generated to address these limitations. Among these, adeno-associated vimses
appear prornising as they do flot encode for inflammatory viral proteins26424 and have
successfully been applied to stimulate osteogenesis in vivoi8’9 However, they do flot
integrate the host genome and are difficuit to generate at high titers.42’43 We have opted to
use an H1V-derived vector because of the following well-established characteristics of
Ïentivwuses: (1) they are capable ofinfecting both dividing and nondividing cells, (2) they
are less immunogenic because no viral proteins are produced, (3) they have a wide tropism,
(4) can be concentrated to high titers and (5) they incorporate into the host genome.28’45’
Resuits ftorn the present study show that LVs can efficiently be used to drive expression of
exogenous proteins in osteogenic celis, both in vitro and in vivo. The transduction
efficiency of our vectors was evaluated in vitro on both MC3T3 and primary osteogenic
celis. With both the GfP-LV and AMBN-LV, it was possible to achieve 100% infectivity
even at the lowest viral concentration used. Expression ofthe transgenes was sustained for
almost 2 weeks and, in the case of primary osteogenic celis, it was rnaintained after
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passage. Taken together, the persistence of expression and its retention afler subculturing
suggest that the viral DNA integrated the host ceil genome, allowing constitutive
expression of the exogenous proteins. b our knowledge, this is the first demonstration of
the use of lentiviruses to overexpress a desired protein in primary calvaria-derived
osteogenic ceNs. Although it is difficult to extrapolate the in vitro behavior to the in vivo
situation, clearly the vectors are highly infectious and have a high propensity to infect celis
of the osteogenic lineage. It should also be pointed out that expression of AMBN did not
significantÏy alter the production of two representative endogenous matrix proteins (BSP,
OPN), suggesting that it has no short tenu detrimental effect on the ceils.
While there is abundant literature on the experirnental use of various gene therapy vectors
for skeletal applications. these studies essentially airned at releasing mediators in proximity
to the site of administration that would diffuse Ïocally to influence repair and regeneration
of cartilage/bone. Our objective was to dfrectly target the celis that constitute bone tissue.
At the two anatomical sites tested, that is the hemimandible and tibia, osteoblasts,
osteocytes, osteoclasts and fibroblast-like celis that could represent osteoprogenitor celis
were infected and expressed AMBN. These celis were generally found in proximity to the
site of infusion; however, transduced celis were sometimes also present some distance
away. In the hemimandible, GFP-expressing ceNs were detected along the periphery of the
incisor, suggesting diffusion of the vector. However, the cornplexity of the mineralized
tissues of the tooth wouÏd make such diffusion unlikely. An alternative explanation is that
celis in the apical portion of the tooth which is situated nearby the “bony window”37 were
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infected. As these celis differentiated, they passively rnigrated away with the incisor which
continuously erupts at a rate of- 650 trn/day).46 li the tibia, celis expressing AMBN were
found in a cartilage callus near the surgical site. It is known that disturbing the periosteum
of long bones stimulates the formation of cartilage.t47 Some vector may have leaked out of
the “bony window” during infusion and transduced some precursor celis in the petiosteum.
Noteworthy, these celis retained the transgene throughout the differentiation sequence into
chondrocytes. As the callus resuits from several ceil divisions, the presence ofchondrocytes
expressing AMBN in them suggests that the viral DNA integrates the host celi genorne also
in vivo.
A major limitation associated with injection of viral vectors is the fact that large amounts
are required because of local dispersion, clearance out of the injection site, and immune
inactivation.36 Precision of the injection may also be an issue; for instance, in the case of
bone defects, vector lost to surrounding muscle bas been reported to influence the outcome
of treatment.t48 Infusion through a “bony window” can circumvent these problems by
continuously delivering srnall quantities of vector over time directly into the bone tissue at
well-defined locations. CeHs at the infusion site and its immediate sunoundings are bathed
for several hours with the viruses, a situation with similarities to what occurs in vitro where
it is possible to achieve high levels of infectivity with even very small amounts of vector.
Such a sustained exposure may also facilitate incorporation in ceils of multiple copies of
the transgene thereby potentially increasing the amount of protein produced.
o
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In conclusion, our study shows that osteogenic celis can be transduced with LVs to express
cytoplasmic and secreted proteins, and establishes the feasibility of directly infecting celis
in bone tissue using continuous infusion. This proof of principle represents a mandatory
fwst step towards local gene transfer studies in models of bone formation, repair and
pathological loss. Expression of matrix proteins. such as AMBN, offers the possibility to
study thefr function and possible application in the development of nove! strategies for
bone regeneration. In addition, because lentiviruses can sustain expression of a transgene
over periods of several months,2930344 they can be advantageously exploited for rescue
experiments in knockout mice with canonical and mutated proteins.
o
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Materials and Methods
Lentiviral Vector Production and Titer Determination
Lentivirus encoding for GfP (GFP-LV) or AMBN (AMBN-LV), under the transcriptionai
control of the EF1-aipha promoter, wei-e produced in human embryonic kidncy ccli une
(HEK293). The celis were cultured in Dulbecco’s modifled eagle medium (DMEM;
Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada) with 10% fetal bovine serum (FBS) (Invitrogen).
HEK293 celis were plated, at a cellular density of 6 x 106, in 175 cm2 flasks. The following
day, the celis were transfected using Fugene 6 (Roche Diagnostics, Quebec, Canada) with
13 pg HPV275, 1.3 ig P633, 1.3 tg HPVI7, 1.3 ug VSVG and 11.7 ig ofeither GFP-LV
or AMBN-LV. The lentiviruses were collected afler 48h and 60h, filtered through 0.45 tm
filters and concentrated by ultracentriftigation at 4°C, 2h, 24000 rpm. The titers of the
lentivinises were determined on HEK293 ceils by immunofluorescence detection.
SDS-Polyacrylamide Gel Electrop horesis ami Western Blotting
Primary-derived osteogenic ceils and enarnel organ ceils preparcd from freezed-dried rat
incisors as describe previousiy by Smith and Nanci50 were solubilized into sample
preparation buffer and applied to 12% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis as described by Laemmli.t5 Proteins were subsequently transferred onto
0.45iim nitrocellulose membranes (Mandel, Ontario, Canada) and probed with anti-AMBN
f__. 106
antibody (1:1000; courtesy of Dr. P.H. ebsbacht52), anti-bone sialoprotein antibody
(1:500; Lf-100; courtesy of Dr. L.W. Fisher, NIDCR, NIH, Bethesda, MD) and anti
osteopontin (OPN) antibody (1:500; LF-123; courtesy of Dr. LW. fisher) as described
previous1y.53 Antibody binding was revealed with a secondary goat anti-rabbit antibody
conjugated to aikaline phosphatase (1:1 ,000; Sigma, Oakville, Ontario, Canada) using p
nitro blue tetrazolium chloride and 5- bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate as substrates
tAmersham Biosciences, Quebec, Canada).
Ceil Culture Studies with MC3T3 Celis
The minera!izing subclone #4 of the MC3T3 ce!! !ine (ATCC, Manassas, VA, USA) that
has been previous!y described54 was used in this study. Ce!!s were maintained in u-
minima! essentia! medium (aipha-MEM) (Invitrogen) with 10% FBS and media changed
every 3 days. For infection with !entiviruses, celis were seeded in 6-wel! p!ates (60 000
cells/we!!) on glass covers!ips.
Ccli Isolation of Primary Calvaria-Derived Osteogenic Cells
A!! animal procedures were in accordance with guidelines ofthe Comité de déonto!ogie de
!‘expérimentation sur les animaux of Université de Montréa!. Osteogenic celis were
isolated by sequentiaf trypsinlco!lagenase digestion of calvaria! bone from newborn (2—4
days) Wistar rats (Char!es River Canada, St-Constant, QC, Canada), as previously
described.t55’56 Celis were seeded in 6-we!l p!ates (70 000 cel!s/we!!) and 24-we!! plates (20
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000 cells/well) on glass coverslips. Ceils were grown for 3 days in minimum essential
medium with Earle’s saits (MEM Earle’s) supplemented with 10% FBS and 1% penicillin—
streptomycin (Invitrogen).
Transduction of MC3T3 ami Primary Calvaria-Derived Celis witli
Lentivirus
At confluency (day 3), MC3T3 celis and primary calvaria-derived osteogenic ceils were
infected with either lentivirus at different doses (1.5 x 106 and 4.5 x 106 IU/ml) in the
presence of $ tg/m1 polybrene (Sigma). Afier 24h, the medium was replaced with fresh
aipha-MEM and MEM Earle’s respectively, supplemented with 10% FBS and 1%
penicillin—streptomycin. Afier 48h, the efficiency of transduction was assessed by
immunofluorescence. To monitor expression of the transgenes on a longer basis, primary
osteogenic celis were passage and subcuhured 7-days afier infection. They were seeded in
24-well plates (20 000 cells/well) on glass coverslips and processed afier 48h later for
immunofluorescence detection.
Detection of Transgene Expression in Ceils by Immunofluorescence
Celis were fixed and processed for immunofluorescence labeling with a primary antibody
against recombinant rat AMBN (1:300 / I h; courtesy ofDr. P.H. Krebsbach52) followed
by a Alexa fluor 594 (red fluorescence)-conjugated goat secondary antibody (1:500 / 1h;
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Moiecular Probes, Eugene, OR) as described previousiy.57 incubation with primary
antibody against anti-OPN (1:600; LF-123) followed by a Alexa fluor 48$ (green
fluorescence)-conjugated goat secondary antibody (1:500 / 1h; Moiecular Probes, Eugene,
OR) was also carried out. The nucleus was stained with Hoescht 33342 (10 tg/ml)
(Invitrogen). The celis wete examined by epiluminescence under a fluorescence
microscope (Axiophot; Cari Zeiss, Oberkochen, Germany). Gene transfer efficiency and
intensity of labeling was measured using Version 5.1.2.59 of Image-Pro® Plus software
(Media Cybemetics Inc. Silver Spring, MD, USA). Data described in text and in Figures 2
and 4 are expressed as means ± standard deviations of 5 randomly selected fields from 2
representative experiments.
Surgical Procedure
A ‘surgical window’ was created in the boue ofthe hemimandible as described by Vu et al.
(37)
and Nanci et aJ.t39 and in the cortical bone of tibia of male Wistar rats weighting 100 ±
10g (Charles River Canada, St-Constant, Quebec, Canada). The lateral aspect ofhind limb
was shaved and cleaned with 70% ethanol. A 5-10 mm skin incision was made just
proximal to the tibial tuberosity over the ]ateral aspect of the bone. The periosteum at the
drilling site was exposed and gently scraped from the bone with a dental spoon excavator
over an area of approximately 3 mm2. A transcortical hole was then drilled using a dental
drill size 010 with carbide round burr (Brassier, Montreal, Quebec, Canada), followed by a
size 014 (Brassler). One-day Aizet osmotic minipump (model 2001D, 200 tI. 8.0 t1Ih; Alza
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Corporation, Paio Alto, CA) fihled with PBS were shpped under the skin ofthe back ofthe
animal. The vinyl tubing (Scientific Commodities mc, Lake Havasu City, AZ), colmecting
the osmotic minipump to the catheter, was fiuled with 40 t1 lentivirus (30 x 106 lU; GFP
LV and AMBN-LV). The animais received an injection of Temgesic® (Buprenorphine
hydrochioride, Reckitt and Coiman, Huil, UK) after surgery, and were fed with sofi food
containing Temgesic®. The animais were kiiled afier 4 and 7 days.
Tissue Processïng and Detection of Transgene Expression
The animais were anesthetized and perftision-flxed as described.°9 Treated and control
contraiaterai hemimandibles, as well as knees were dissected and further fixed by
immersion in the same fixative for 3h at 4°C. The tissues were decalcified for 14 days at
4°C in 4.13% disodium ethyienediamine tetra-acetic acid.58 Decaicified tissues were
washed for 24 hours in 0.1M cacodyiate buffer, pH 7.2, and processed for paraffin
embedding. Seven to 10 jim thick sections were mounted on Superfrost/Plus (f isher
Scientific,Whitby, ON, Canada) slides for histology, and stained with hematoxyiine and
eosin. Briefly, deparafinized sections were first blocked for 20 mi with a solution
consisting of0.OIM PBS, pH 7.2, containing 0.05% Tween 20 (0.OIM PBS — Tween 20)
and 5 % skim milk. They were then incubated with a primary antibody against recombinant
rat AMBN (1:300 / 3h). Sections were then washed with 0.OIM PBS - Tween 20 for 30
mm, foiiowed the DakoEnvisionTM+ System, HRP kit (Dako Corporation, Carpinteria, CA)
was used as recommended by the manufacturer. Reveiation was performed with DAB and
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sections were counterstained with methyl green (Dako Corporation). Gene transfer
efficiency and intensity of labeling was measured using Image-Pro Plus sofiware.
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Tities and Legends to Figures
figure 1 Plasrnid maps for GFP-LV and AMBN-LV vectors under the control of the EF- 1
alpha promoter. AMBN, ameloblastin; GAG, viral helper gene; GfP, green fluorescent
protein; LTR, long-term repeats; PSI, packaging signal; cPPT, central polypurine tract;
RRE, Rev-responsive element.
figure 2 Transduction efficiency of GFP-LV and AMBN-LV in MC3T3 cells (a,d) and in
pnrnary, rat calvaria-derived osteogenic ceils (b,e), at 72h after infection, with an infectious
unit of 4.5 x 106 IU/ml. Expression of GFP is revealed by direct epifluorescence imaging
and of AMBN by immunofluorescence labeling. Note the diffuse cytoplasmic distribution
ofGFP (a,b) and the perinuclear localization ofAMBN (d,e). The intensity of expression of
the transgene increases with viral dosage (c, f). Nuclei (blue) in b,d,e are stained with
Hoechst.
figure 3 (a) Western blot analysis of AMBN expression in rat incisor enamel organ sample
from the secretoty stage (EO) and uninfected (Ctl) and AM3N-LV infected (Virus) rat
calvaria-denved osteogenic cells. The osteogenic cells were also probed for the production
of bone sialoprotein (BSP) and osteopontin (OPN). Expression of the AMBN transgene by
osteogenic celis does flot significantly alter that of these two representative bone matrix
proteins. The first lane contains standard broad-range molecular weight markers (MW in
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kDa) stained with Ponceau red. (b, c) Double iabeled immunofluorescence preparations for
OPN (green) and AMBN (red) in osteogenic celis at day 3 (b) and day 13 (e) postinfection
with AMBN-LV. In ceils expressing both proteins, the green and red fluorescence signais
overlap generating a yellowish-orange color over the Goigi apparatus.
figure 4 Lentivirus infected rat caivaria osteogenic celis. As seen at 48h afier subculturing,
second generation celis maintain expression of GFP (a) and AMBN (b). When comparing
before and afler passage, the intensity ofGfP labeling was not significantly reduced, while
AMBN expression decreased (c). However, the proportion ofinfected ceils was maintained
after passage (d). Nuclei are stained blue with Hoechst.
figure 5 Infusion ofLVs through a ‘bony window’ in the rat hemimandible. ta) Computed
tomography scan image iiiustrating the position of the metal catheter iinking the vinyl
tubing of the osmotic minipump to a hole on the buccal aspect of the hemimandibie. (b)
Low magnification epifluorescence micrograph from a section passing through the ‘bony
window’ illustrating expression of GFP by celis near the site of infusion. (e, d) Whoie
mount cross-sectional profiles at position of the red unes in (a). The viral vector can diffuse
for several millimetres along the periodontal space surrounding the incisor tooth. (e)
Immunolabeling showing expression of AMBN by mononuclear (airowhead) and
muitinucleated (arrows) ceils at 4 days following infusion ofAMBN-LV. (f, g) At 7 days
postinflision, numerous osteoblasts (Ob) and osteocytes (Oc) in bone near the drill site are
immunoreactive. Ml, 2,3, molars.
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Figure 6 Infusion of LVs through a ‘bony window’ in the rat tibia. ta) X-ray showing the
insertion position of the minipump catheter into the cortical bone of the tibia. (b) Transgene
expression, here illustrated following infection with GFP-LV, is generalty restricted to the
site of infusion. (c, d) At 4 days following infusion of AMBN-LV, AMBN was observed in
some mononucleated (arrowheads), endothelial (3V) and fibroblast-Ïike (arrows) celis
within the mesenchymal condensation that occurred in neighboring marrow. (e) At seven
days, some osteoblasts (Ob) and osteocytes (Oc) associated with newly-formed bone
express the transgene. (c,d,e) Sections were counterstained with methyl green.
figure 7 Infusion of AMBN-LV in the tibia. ta) Disturbance of the periosteum during
surgery can cause formation of a cartilaginous callus (boxed) which undergoes
endochondral ossification. Section stained with hematoxylin and eosin. (b)
Immunodetection performed on an adjacent section shows chondrocytes (arrowheads)
constituting the callus (boxed area in a) at day 7 postinfusion express AMBN. (c) Growth
plate chondrocytes on the same section are not immunoreactive for AMBN. Sections (b, c)
were counterstained with methyl green.
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Chapitre 5 - Discussion générale
Cette discussion intègrera les divers aspects méthodologiques, les résultats présentés dans
les chapitres précédents et leurs points saillants en lien avec une revue critique de la
littérature et rapportera leurs contributions par rapport aux travaux futurs.
La dynamique des protéines non-collagéniques circulantes: leurs
localisations
L’implication des PNCs lors de la régulation des évènements cellulaires et matriciels de la
calcification a été démontrée (revue de Nanci et al. 1999). La caractérisation de leur
dynamique et leur localisation spécifique demeurent encore inconnues. Par exemple, il a été
montré que les PNCs, tel que l’OPN, se retrouvent dans la circulation ainsi que dans les
fluides corporels (revues de Sodek et al. 2000; Rittling et aï. 2004). Toutefois, le rôle de ces
protéines circulantes lors des évènements ostéogéniques restent encore à déterminer. La
présence de l’OPN dans les tissus calcifiés normaux et pathologiques a été expliquée par
une production cellulaire locale de la protéine (Bellahcène et aï. 1996). De plus, les
diverses PNCs qui circulent sont généralement considérées comme des produits
cataboliques de l’os en formation ou de la résorption osseuse sans aucune fonction à des
sites distants. La seule autre étude in vivo traitant de la dynamique de l’OPN circulante a
été faite par VandenBos et aÏ. (1999). Même si l’injection systémique d’une grande dose
d’OPN iodée a rendu difficile l’interprétation des résultats, cette étude laissait présager que
l’OPN circulante pouvait contribuer à la formation des tissus calcifiés.
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Dans le premier article, à l’aide de notre modèle expérimental, nous avons illustré que
l’OPN, extraite de l’os de rat, conjuguée à un marqueur, peut être suivie dans le temps afin
de localiser ses sites d’accumulationlaction dans la matrice extracellulaire. Nous avons
rapporté que lors dc l’administration de l’OPN dans des conditions ‘physiologiques’, cette
protéine non seulement adhère aux surfaces osseuses exposées mais, de façon inattendue,
s’incorpore aussi dans l’os en formation. La grande affinité de l’OPN pour le minéral aurait
pu nous laisser croire que les résultats de notre étude étaient prévisibles. Cependant, les
protéines circulantes peuvent être séquestrées par les protéines du complément du Facteur
H présentes dans la circulation sanguine ce qui les rendraient inaccessibles (Fedarko et aï.
2000). Nos résultats suggèrent plutôt que la dynamique de liaison de l’OPN aux protéines
du complément du Facteur H se fait graduellement ce qui permettrait à la molécule de se
lier aux surfaces minéralisées et de s’y incorporer, ou alors, l’OPN possède une plus grande
affinité pour la matrice minéralisée. Par conséquent, les PNCs circulantes auraient
également un rôle actif et leurs fonctions ne se limitent pas à leur environnement local. En
particulier, ces molécules circulantes pourraient être en mesure d’influencer les évènements
initiaux de calcification où seul un nombre limité de molécules serait nécessaire, le
processus de remodelage osseux ou la formation des métastases osseuses. D’ailleurs,
l’augmentation du taux sérique de l’OPN et de la BSP sont corrélées à une forte probabilité
de développement de métastases (Seibel et al. 1996; Bellahcene et al. 1997; Fedarko et aï.
2001). Les recherches dans ce domaine tentent même d’exploiter cet aspect pour le
diagnostique précoce et l’évaluation de la progression de la tumeur (revue de Rittling et al.
2004).
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L’OPN est une protéine impliquée dans l’inhibition de la formation des HA (Hunter et aï.
1996). Cette propriété est largement attribuée aux groupements phosphates qui augmentent
son caractère anionique et stabiliseraient la structure secondaire de la molécule. Les
molécules d’OPN dérivées du lait, extraites de l’os et la protéine recombinante représentent
différents isoformes de la protéine correspondant à des niveaux de phosphorylations
variables (Prince et al. 1987; Sorensen et al. 1994; 1995). La protéine extraite du lait est la
plus phosphorylée, alors que celle produite dans une cellule procaryote ne l’est pas. La
forme hautement phosphorylée de J’OPN serait la plus propice à inhiber la formation des
cristaux (revues de Sodek et al. 2000; Qin et al. 2004). En effet, des études in vitro ont
démontré l’importance de cette modification post-traductionnelle sur l’activité de la
protéine à inhiber la minéralisation en comparant ces divers isoformes d’OPN (Jono et al.
2000; Gericke et al. 2005). Le degré de phosphorylation affecte également la résorption
osseuse par les ostéoclastes (Razzouk et al. 2002). Notre prochain objectif serait de définir
l’importance de la phosphorylation sur la capacité de I’OPN à inhiber la formation des
cristaux d’HA dans un contexte multifonctionnel in vivo, par exemple, la formation de foci
de minéralization au niveau des spicules mixtes de la plaque de croissance épiphysaire.
Cette analyse nous permettrait de valider les résultats du chapitre 2 concernant
l’incorporation de l’OPN à l’os en formation et son accumulation aux sites initiaux de
minéralisation. De plus, elle nous informerait sur la contribution de la phosphorylation sur
l’activité de l’OPN. Il serait aussi intéressant d’évaluer si le degré de phosphorylation
influence le site d’accumulation de l’OPN dans le tissu osseux (e.g. lignes cémentantes vs
espaces interfibrillaires).
135C L’infusion de l’OPN pourrait aussi se faire dans un modèle animal de formation de novo
d’os comme celui de l’ablation de la moelle osseuse dont les étapes de formation de l’os
sont bien caractérisées (Suva et al. 1993; Kuroda et al. 2005b). Cette approche est
avantageuse puisqu’elle représente un modèle non pathologique du processus d’ossification
de type membranaire localisé à un seul site anatomique. En effet, suite à l’ablation de la
moelle, les cellules mésenchymateuses migrent et se différencient en ostéoblastes. La
matrice osseuse est alors déposée sans former de cartilage. Il serait donc envisageable
d’administrer I’OPN à différents temps de la réparation osseuse et ainsi déterminer le rôle
de cette protéine lors de chaque étape.
La dynamique des protéines non-collagéniques circulantes: leurs
fonctions
Nos connaissances sur les propriétés et l’activité matricielle et cellulaire des PNCs ont
largement été déduites de leur patron d’expression d’étude in vitro et de prédictions basées
sur leur structure moléculaire. Les études in silico ont mis en évidence deux séquences poiy
[E] dans la région N-terminale de la BSP. Il a été établi que ces motifs participaient à
l’activité de nucléation et, par conséquent, ils pourraient aussi influencer l’adhésion de la
BSP aux HA (Hunter et aI. 1996). Cependant, la démonstration in vivo de ces hypothèses
n’a pas encore eu lieu. Dans le second article, nous avons utilisé une mini-pompe
osmotique afin d’administrer et d’évaluer le rôle de variants moléculaires actifs sur le
comportement de la BSP in vivo. Nos résultats ont démontré que la substitution des
séquences poly [E] réduisait de façon significative la capacité de la protéine à interagir avec
136C la matrice extracellulaire minéralisée. De plus, ces données montrent, pour la première fois
dans un contexte in vivo multifactoriel, que cette approche expérimentale peut être utilisée
pour étudier l’aspect fonctionnel des protéines dans des conditions physiologiques.
L’analyse par Western blot des BSP utilisées dans cette étude indique que nos préparations
protéiques contenaient des molécules intactes mais aussi des fragments de faible poids
moléculaire. Ces derniers peuvent provenir de plusieurs sources. La production de la
protéine recombinante de la BSP se fait généralement dans un système procaryotique, mais
pour des raisons encore méconnues, ces vecteurs produisent en quantité minime des
versions tronquées de la BSP (Stubbs, III 1996; 1997). Les conditions expérimentales pour
la conjugaison au DNP pourraient être un autre facteur affectant la stabilité de la protéine et
provoquant sa dégradation. Ceci complique et pourrait limiter l’interprétation de nos
données. Néanmoins, nos résultats reflètent davantage la complexité du contexte biologique
dans lequel les protéines se retrouvent. Yin et aÏ. (2005) ont proposé que la capacité de
liaison des protéines salivaires aux HA est grandement modifiée selon le nombre de
protéines présentes dans le système d’étude in vitro. De plus, la fonction des protéines
dépendrait des conditions expérimentales, de la concentration utilisée et même de leur
structure secondaire (Stubbs, III et al. 1997; Tartaix et aÏ. 2004; Gericke et al. 2005;
Kandori et al. 2005). L’environnement biologique de même que le type cellulaire présent
localement lors de l’ostéogenèse influencent aussi le rôle et les propriétés du BSP (Salili et
aÏ. 2002; Wang et al. 2006). Cependant, il serait important d’obtenir une fraction purifiée
de la protéine pour déterminer sans équivoque son rôle, indépendamment des fragments. La
137C séparation des protéines par électrophorèse sur gel et l’immunobuvardage ne permettent pas
de quantifier adéquatement le pourcentage relatif de chaque composante d’une préparation
protéique. Il faudra donc recourir à la spectroscopie de masse pour évaluer de façon
quantitative la pureté des préparations.
Les tissus calcifiés contiennent des enzymes qui clivent les PNCs en protéines de faible
poids moléculaire afin de contrôler l’activité de ces molécules et ainsi réguler la formation
des tissus (revues de Bartlett et aÏ. 1999; Delaisse et al. 2003). Par exemple, la protéolyse
de la DMP-1, génère une forme de 37 kDa et une de 57 kDa, et cette étape pourrait être
cruciale durant l’ostéogenèse et la dentinogénèse (Qin et al. 2003). Il a initiallement été
suggéré que l’épissage alternatif de 1’ARNm de la DSPP donnerait lieu à deux protéines
majeures de la dentine, la sialoprotéine de la dentine (DSP) et la phosphoprotéine de la
dentine (DPP) (MacDougall et aÏ. 1997). Tout récemment, il a été démontré par Yamakoshi
et al. (2006) que le «processing» enzymatique serait plutôt responsable de la production
de 3 fragments de la DSPP qui auraient des activités différentes. Dans le cas des protéines
amélaires AMEL et AMBN, celles-ci subissent également une dégradation enzymatique
durant la formation de l’émail pour laisser place à la croissance des cristaux (Nanci et aï.
1996; $mith et aï. 1996). L’OPN figure aussi parmi les substrats des métalloprotéases
matricielles et des protéases sériques et leurs actions modifieraient les propriétés
d’adhésion cellulaire de la protéine (Smith et ai. 199$; Agnihotri et aï. 2001; Gao et al.
2004). La BSP n’est pas différente des autres PNCs et elle peut être aussi sujette à une
dégradation extracellulaire par la métalloprotéinase matricielle 12 (Hou et al. 2004). Il a
132C même été rapporté que la BSP, suite à l’action de protéases endogènes, est présente sous
forme de fragments d’environ 30-53 kDa qui seraient impliqués dans le contrôle du
remodelage osseux (Kobayashi et al. 1996). Il semble donc que la fragmentation protéique
soit un mécanisme commun pour plusieurs PNCs qui contribue à générer de multiples
fonctions. L’infusion de formes fragmentées pourrait s’avérer une approche avantageuse
pour déterminer la pertinence du clivage protéolytique dans la fonction des PNCs.
Les modifications post-traductionnelles de la BSP peuvent aussi contribuer aux fonctions
de la protéine (Tye et aÏ. 2003). Cette dernière étude in vitro avait démontré que la protéine
extraite de l’os avait un pouvoir de nucléation des HA beaucoup plus grand que la forme
recombinante de la BSP. La croissance des cristaux serait modulée par la phosphorylation,
alors que la glycosylation affecte l’attachement des cellules (revue de Qin et aÏ. 2004).
L’importance de la glycosylation, dc la phosphorylation ou des groupements de sulfate
pourrait être évaluer in vivo. Pour y arriver, nous devrions infuser au travers de la fenêtre
chirurgicale, et comparer la capacité d’adhésion aux HA d’une BSP produite dans une
cellule eucaryotique (avec ses modifications post-traductionnelles, ‘BSP native’) par
rapport à une ‘BSP native’ dont les groupements poly [E] ont été mutés. Ce type de
système cellulaire pour élaborer ces différentes protéines n’est disponible que dans certains
laboratoires et les quantités produites sont encore limitées. Ces expériences apporteraient de
précieuses informations quant à la contribution de ces groupements sur la capacité de la
protéine à se lier aux HA.
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Les propriétés de nucléation de la BSP sont en partie modulées par les motifs poiy [E]
(Hunter et al. 1993; Tye et aÏ. 2003). Les études in vitro ont aussi démontré l’affinité de la
BSP pour le collagène de type I (Chen et aÏ. 1992e; fujisawa et aÏ. 1992; 1995; Tye et aï.
2005). Cependant, les recherches à ce sujet sont limitées à des expériences in vitro qui ne
représentent pas un environnement physiologique multifactoriel. Dans le but d’approfondir
nos connaissances sur le rôle de la BSP lors de l’ostéogenèse, nous proposons de comparer
l’activité de la BSP extraite de l’os, de la BSP recombinante native et mutante dans des
modèles animaux de formation ou de réparation osseuse. Par exemple, ces protéines
pourraient être infusées, pour une période d’au moins sept jours, dans des animaux ayant
subit une ablation de la moelle osseuse. L’utilisation d’un animal BSP KO est favorisée
puisque cela éliminerait la contribution de la BSP endogène et les effets observés seraient
directement attribués à la protéine administrée. Les analyses histomorphométriques nous
informeraient sur leur capacité à induire la formation de l’os. L’importance des sites de
poly [E] et des modifications post-traductionnelles nous laisse croire que la forme native
BSP extraite de l’os aurait une plus grande capacité de nucléation des HA et que l’ostéoïde
formé contiendrait plus de foyers initiaux de minéralisation. Tel qu’il a été démontré par
Wang et al. (2006), nous devrions observer une augmentation de la formation osseuse.
L’application du modèle de la fenêtre chirurgicale au transfert de gène
Les recherches actuelles sur les pathologies permettent de mieux connaître leurs causes et
les troubles engendrés par la maladie et d’identifier les processus importants afin d’établir
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les stratégies thérapeutiques. Divers traitements ‘classiques’ à l’aide de protéines ou de
molécules biologiques ont été développés mais les résultats sont souvent décevants. Cette
‘protéothérapie’ reste une approche lourde à mettre en application, nécessitant des
productions importantes et coûteuses de protéines recombinantes hautement purifiées, ainsi
que des injections répétées qui peuvent entraîner des effets secondaires indésirables. De
plus, les protéines doivent atteindre leurs sites d’action et y rester suffisamment longtemps
pour exprimer leurs activités. La thérapie génique consiste en l’insertion d’un gène dans
une cellule et permet de surmonter ces inconvénients tout en permettant une sécrétion
continue, stable et prolongée de la protéine dans un tissu cible. Dans le domaine des tissus
calcifiés, son application est souvent limitée par l’accessibilité au tissu. Dans ce contexte, la
combinaison du modèle de la fenêtre chirurgicale à une technique de transfert de gène
s’avère un outil puissant pour transfecter directement les différents types cellulaires
composant les tissus calcifiés. Dans le troisième article, nous avons utilisé un lentivirus
encodant pour la protéine cytosolique GfP et la protéine amélaire sécrétée AMBN pour
transfecter les tissus calcifiés. Nos résultats ont illustré la possibilité d’infecter efficacement
les cellules ostéogéniques, l’organe de la dent ainsi que les tissus du parodonte. Cette voie
d’administration associée à la thérapie génique permet d’obtenir des concentrations stables
et éventuellement contrôlables de protéines dans un compartiment ‘fermé’. De plus, cette
infusion locale limite la diffusion, dans tout l’organisme, de la protéine thérapeutique,
réduisant ainsi les effets secondaires liés à une injection systémique.
141
Les protéines amélaires
— une nouvelle catégorie d’agents thérapeutiques
del’os?
Récemment, des études ont mis en évidence l’origine évolutive commune des protéines
amélaires (AMEL, ENAM et AMBN), des protéines de la famille des SIBLINGs (DSPP,
DMP-1, BSP, OPN, MEPE), des protéines salivaires ainsi que des caséines du lait
(Kawasaki et aÏ. 2003; 2004; 2005a; revue de Huq et aÏ. 2005). D’ailleurs, les gènes de ces
protéines, à l’exception de l’AMEL, se retrouvent toutes sur le même chromosome humain.
II a également été proposé que certaines PNCs amélaires pourraient influencer le tissu
osseux (Urist 1971; revue de Veis 2003) et le processus de cémentogénèse (Hammarstrom
1997). D’ailleurs, lEmdogain®, un complexe de protéines amélaires extrait de la dent de
porc, est déjà approuvé pour le traitement de maladies parodontales (Hammarstrom 1997;
revue de Venezia et al. 2004). Les succès de l’Emdogain’ sont cependant controversés
puisqu’il est composé entre autre, de protéines amélaires et de leurs produits de dégradation
et il contiendrait des traces de facteurs de croissance, compliquant ainsi l’attribution de
l’activité biologique à une protéine spécifique (revues de Veis 2003; Venezia et aÏ. 2004).
L’améloblastine pourrait représenter une nouvelle candidate ayant un potentiel
pharmacologique. En effet, l’absence de cette protéine a un effet dramatique sur la
formation de l’émail (Fukumoto et aï. 2004). Elle a une origine commune avec les PNCs de
l’os (Kawasaki et al. 2003) et, alors qu’on la croit exclusive à la dent, elle serait exprimée
lors du développement de l’os craniofacial (Spahr et al. 2006) et de d’autres tissus mous
(e.g. testicules, ovaires, poumon) (NCBI GEO Profiles). Elle a aussi été immunodétectée
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dans les cellules mésenchymateuses de la pulpe durant les premiers stades de
l’odontogénèse ainsi que dans les préodontoblastes et les odontoblastes avant la
minéralisation de la dentine (Fong et aÏ. 1996). De plus, les études in vitro ont suggéré
qu’en présence de la protéine recombinante d’AMBN, l’adhésion et la prolifération des
cellules du ligament parodontal sont augmentées (Zeichner-David et aÏ. 2006). Enfin,
l’application de la protéine purifiée d’AMBN dans un modèle animal de réparation
dentinaire (Nakamura et al. 2006) et dans un modèle de régénération parodontale (Fukae et
al. 2006; Kanazashi et aÏ. 2006) témoignent de la possibilité de l’utiliser comme agent
bioactif. Contrairement à l’AMEL contenue dans lEmdogain®, ces effets observés peuvent
être attribués directement à l’AMBN puisque les expériences ont été réalisées avec la
protéine purifiée.
La culture cellulaire peut êtTe utilisée comme système d’expression d’une protéine pour
caractériser son rôle. Bien qu’il existe des modèles de cultures cellulaires pour étudier le
développement et la différentiation des cellules ostéogéniques ou cartilagineuses, ceux pour
l’organe de l’émail ne sont pas encore bien établis (Chen et al. 1992b; Kukita et aÏ. 1992;
Den Besten et aÏ. 1998; Nakata et aÏ. 2003). Ces derniers ne sont pas efficaces puisque
certains marqueurs des améloblastes ne sont pas exprimés. La lignée de cellules osseuses de
souris MC3T3 représente un modèle bien défini de culture cellulaire qui minéralise (Wang
et al. 1999). De plus, il permettrait d’exprimer l’AMBN, indépendamment de la
coexpression d’AMEL et d’ENAM, et ainsi évaluer son potentiel de minéralisation. Les
expériences ultérieures serviront à déterminer si la surexpression de l’AMBN in vitro par
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les ostéoblastes peut influencer l’activité cellulaire et le processus de minéralisation.
Puisque l’AMBN est connue pour son rôle sur la promotion de la formation des cristaux de
l’émail et sur leur élongation (Hu et aÏ. 1997; Nanci et aÏ. 1998), il serait souhaitable que
cet effet se produise in vitro. Il reste que dans l’émail, 1’AMBN subit une dégradation
rapide par des enzymes (Bartlett et al. 1999). Les ostéoblastes sécrètent d’autres types de
protéinases (Grant et aÏ. 1999) qui pourraient eux aussi cliver l’AMBN. L’activité de la
protéine sera probablement influencée par cette protéolyse, ce qui suggère que la fonction
d’une protéine serait aussi déterminée par l’environnement dans laquelle elle se retrouve.
L’utilisation de la transgénèse dans les tissus calcifiés
Nos travaux sur le transfert de gène montrent qu’il est possible de transfecter les cellules de
l’os et d’y exprimer de façon stable un transgène. Cette preuve de principe ouvre la porte à
de nombreuses expériences exploitant le transfert de gènes pour étudier la fonction d’une
protéine, ou pour déterminer son potentiel thérapeutique. Compte tenu de la relation
évolutionnaire de certaines PNCs, il serait intéressant d’évaluer si une protéine pertinente à
la minéralisation dans un tissu est susceptible d’affecter la formation d’un autre tissu. Les
sections qui suivent décriront certaines de ces possibilités ainsi que les aspects techniques
auquels il faudra porter une attention particulière pour l’expression optimale et contrôlée
des gènes
1. Rétablir le phénotype d’un animal KO
2. Construire un vecteur viral dont le promoteur inductible et spécifique
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C 3. Créer des animaux localement transgénique
4. Cibler des cellules souches pour une utilisation à des fins thérapeutiques
Le rétablissement d’un phénotype par une approche de transfert de gène
Une des approches pour étudier la fonction d’un gène consiste à créer un animal KO.
Plusieurs animaux KO pour les PNCs majeurs des tissus calcifiés telles que la BSP, l’OPN
et l’ostéocalcine (OC) ne présentent aucun phénotype ou défaut apparent (Karsenty 1999;
fisher et al. 2003; feng et al. 2003). Dans certains cas, l’effet n’apparaît qu’à l’âge adulte
(Ye et al. 2004) ou lorsqu’un défaut osseux est créé (Liaw et aÏ. 1998). L’absence de
phénotype marqué s’expliquerait par le fait qu’il existe des mécanismes de compensation
pour les processus fondamentaux régulés par ces PNCs qui s’enclenchent lorsque le profil
génétique de l’animal est modifié. Le système de la mini-pompe s’avère flexible tant pour
l’administration de protéines que pour le transfert de gène. Le phénotype d’un animal
pourrait être réchappé localement (knock-in) en introduisant le gène d’intérêt. Notre
approche a été adaptée à la souris, ouvrant ainsi la porte aux études chez les animaux
présentant des maladies osseuses et dentaires ayant des profils génétiques bien définis
(Figure 3, page 145). Néanmoins, il reste applicable à tous les autres animaux. Puisque
l’infusion est locale, l’effet est restreint au site chirurgical n’engendrant pas d’effets
secondaires ou de mécanismes compensatoires.
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figure 3 : Laftnêtre chirurgicate adaptée à ta souris. (A, B) Notre approche chirurgicale
a récemment été développée chez la souris. L’administration d’agents pharmacologiques
peut ainsi être faite chez les animaux présentant des troubles génétiques osseux ou
dentaires. (C) Radiographie, latéro-latérale, d’une souris illustrant la position du cathéter de
métal dans l’hémimandibule.
Le promoteur - un choix judicieux pour contrôler l’expression du transgène
Un aspect inévitable lorsque l’on utilise le transfert de gène est de pouvoir contrôler la
durée, le moment et le niveau d’expression du gène même s’il s’est intégré dans le génome.
Évidemment, ceci augmente la complexité du construit viral mais demeure essentiel,
compte tenu la diversité des applications. Par exemple, dans le cas de l’ostéoporose,
l’expression du gène doit être stable à long terme, alors que dans un cas d’une réparation
d’un défaut osseux, elle doit être présente jusqu’à ce que l’on obtienne l’effet physiologique
escompté. Un point limitant de notre approche est que le gène transféré est sous le contrôle
du promoteur constitutif EF 1-alpha, c’est-à-dire que l’expression de la protéine d’intérêt est
continue. Les recherches actuelles dans ce domaine ont apporté plusieurs modifications au
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système régulable à la tétracycline développé initialement par Gossen et Bujard (1992;
1995). La présence de la tétracycline ou de son analogue, la doxycycline, (revues de
Gossen et aÏ. 2002; Wiznerowicz et al. 2006) inhibe (système TetOff) ou stimule (système
TetOn) l’expression du gène cible.
D’autres systèmes sont basés sur les propriétés des molécules immunosuppressives comme
la rapamycine (revue de Zoltick et aÏ. 2001). Ce dernier procédé repose sur le contrôle de la
dimérisation de deux protéines, inactives à l’état de monomère, et qui constituent un facteur
de transcription en hétérodimère ayant la capacité d’activer le promoteur. Dans le cas des
lentivirus, puisque le gène est intégré dans le génome, l’administration de l’antibiotique
réactiverait ou inhiberait l’expression du gène, et ce, sans réinjecter de virus (Kafri et aï.
2000; revue de Weber et aÏ. 2004; Blesch et aÏ. 2005; Barde et al. 2006; Szulc et aÏ. 2006).
Il serait également intéressant de créer un promoteur qui s’activerait en réponse à un
stimulus local tel qu’une réaction inflammatoire dans le cas de l’arthrite rhumatoïde
(Varley et al. 199$).
Le but ultime de la thérapie génique dans le domaine des tissus calcifiés est de développer
un vecteur viral ayant la capacité d’infecter spécifiquement les cellules ostéogéniques, afin
d’obtenir une réponse physiologique optimale. Une surexpressÏon non contrôlée d’une
protéine comporte de nombreux risques tels qu’un dysfonctionnement de la signalisation
cellulaire ou une formation ectopique de tissus calcifiés. Cet aspect peut être comblé en
plaçant le transgène sous le contrôle dtun promoteur spécifique aux cellules cibles qui
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s’activerait à un niveau et à un temps appropriés. Par exemple, afin de limiter l’expression
aux ostéoblastes, on peut penser au promoteur de l’OC (revue de Lian et al. 2000; Kumar et
al. 2005; Li et aÏ. 2006) ou à celui du collagène de type I (Stover et al. 2001; Kumar et aï.
2005) qui ont déjà été testés. Contrairement aux promoteurs ubiquitaires (e.g.
cytomégalovirus, t3-actine, EF1-alpha), ces promoteurs permettent une expression génique
spécifique aux cellules osseuses. Cependant, les niveaux d’expression qu’ils génèrent sont
généralement plus faibles que ceux obtenus par des promoteurs ubiquitaires. L’insertion
d’éléments de régulation post-traductionnels dans la cassette d’expression du transgène, tel
que le Woodchuck hepatitis virus posttranscritiona1 regulato;y elernent (WPRE) peut
remédier à cette situation (revue de Verma et aï. 2005). Il serait possible d’infecter une
population de cellules de la moelle osseuse et seules les cellules ayant un potentiel
ostéogénique exprimeraient le transgène. Avant de poursuivre nos travaux sur le transfert
de gène, il serait important de considérer, lors de la construction de vecteurs viraux,
l’utilisation et l’évaluation de différents types de promoteurs. La recherche dans le domaine
a fait beaucoup de progrès et donc nous n’envisageons aucune difficulté à créer un tel
vecteur pour 1’AMBN.
Application de lentivirus pour créer des animaux transgéniques
La transgénèse animale est utilisée pour ajouter, inactiver ou remplacer spécifiquement un
gène d’intérêt dans un animal afin d’étudier son fonctionnement et les mécanismes de
régulation des fonctions biologiques. Leur production se fait essentiellement par la
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microinjection d’ADN ou par le transfert de gène l’aide de cellules souches
embryonnaires (revue de Babinet 2000). La première méthode consiste en l’introduction
d’un gène d’intérêt dans le pronucléus d’un ovocyte fécondé ce qui entraîne l’expression du
gène. Ce principe est simple mais son faible rendement, l’intégration aléatoire du transgène
et le nombre indéterminé de copies du gène inséré limitent son utilisation. L’autre approche
repose sur l’insertion préalable d’une séquence d’ADN dans une culture in vitro de cellules
souches embryonnaires avec ou sans recombinaison homologue. Ces cellules non-
différenciées sont sélectionnées par différents marqueurs puis transplantées dans un
embryon au stade de blastocyte. Ainsi, on peut choisir le site d’intégration du transgène ou
le nombre de copies de gène insérés. Cette étape de pré-sélection peut s’avérer très longue.
Plusieurs générations d’animaux sont ensuite produites pour obtenir une lignée de souris
homozygotes. Puisque les lignées de cellules souches embryonnaires ont été établies chez
la souris, cette approche n’est possible que chez cet animal.
Le développement des dernières aimées dans le domaine des lentivirus se dirige vers une
application pour créer des animaux transgéniques (revue de Pfeifer 2004). Le vecteur viral,
contenant le gène d’intérêt, transfecte aussi bien les cellules mitotiques que quiescentes
(spermatogonie, embryon au stade d’une cellule, cellules souches embryonnaires) (Hamra
et aÏ. 2002; Lois et aÏ. 2002; Pfeifer et aÏ. 2002). Cette approche est simple, efficace et peu
coûteuse. L’intégration du gène dans l’ADN de la cellule hôte assure une transmission
homogène à sa progéniture (Lois et aÏ. 2002; van den et aÏ. 2004). De plus, son utilisation
n’est pas limitée à la souris (Chapman et aÏ. 2004; Dann et aÏ. 2006).
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Il est aussi maintenant concevable d’inactiver un gène d’intérêt, de façon spécifique, et
ainsi évaluer son implication fonctionnelle dans des conditions physiologiques. Le
processus d’ARN interférent (ARNi) correspond à un mécanisme de défense intracellulaire
naturel face à une infection virale (revues de Branti 2002; Agrawal et aÏ. 2003). L’ARN
infectieux s’associe à de petits fragments d’ARN (srnall inteifering RNA, siRATA), crée une
région double brin qui active le système de défense de la cellule et entraîne la dégradation
de l’ARNm. L’absence, même partielle, de la protéine correspondante (knock-down) peut
mimer l’inactivation du gène et servirait donc de ‘phénotype KO’ que l’on peut examiner
(Tiscomia et aÏ. 2003; revue de Ichim et aÏ. 2004; Song et aÏ. 2006; Szulc et aÏ. 2006).
Cette approche combinée à la thérapie génique par les lentivims et au modèle de la fenêtre
chirurgicale offrent des perspectives innovatrices pour la conception d’animaux
‘localement’ knock-down ou knock-in afin d’étudier la fonction d’une grande variété de
PNCs, même ceux ayant plusieurs isoformes. Il ne serait donc plus nécessaire de créer un
animal transgénique complet évitant ainsi d’enclencher les mécanismes de compensation
pour les processus fondamentaux régulés par les PNCs.
Le ciblage des cellules souches et applications de la transgénèse locale à des fins
thérapeutiques
Le tissu osseux est une structure dynamique en perpétuel remaniement: il est
continuellement produit par les ostéoblastes, modifié par les ostéocytes et détruit par les
ostéoclastes (Nanci et al. 2003). Dans le cas des os longs comme le fémur ou le tibia, le
périoste est hautement vascularisé et constitue l’enveloppe externe autour de l’os cortical.
150
Le périoste abrite des cellules mésenchymateuses, des cellules ostéoprogénitrices et des
ostéoblastes. Si l’on infecte une cellule différenciée comme un ostéoblaste, le transgène
sera exprimé seulement pour un temps limité, c’est-à-dire pour la durée de vie de la cellule.
Il est clair que toute approche thérapeutique à long terme devra cibler un compartiment
précurseur puisque ces cellules pluripotentes se différencient lorsqu’elles sont stimulées
lors d’une réparation ou une régénération tissulaire. Dans ce contexte, les résultats décrits
dans le chapitre 4 sur l’administration de lentivirus dans le tibia supportent cette idée. Le
lentivims ayant infecté des cellules précurseurs du périoste, celles-ci ont intégré le gène
d’intérêt dans leur génome et se sont ensuite différenciées en chondrocytes. Au niveau de
l’hémimandibule, la position de la fenêtre chirurgicale dans la partie apicale de l’incisive a
également permis de cibler les cellules progénitrices de l’organe dentaire. L’administration
de lentivirus à l’aide du modèle de la fenêtre chirurgicale s’avèrerait donc un procédé
efficace pour transfecter les cellules souches.
Les résultats du chapitre 4 représentent une preuve de principe incontournable et essentielle
de notre approche d’infusion locale pour la thérapie génique. L’étape suivante sera
d’étudier le mécanisme d’action et d’évaluer le potentiel thérapeutique de l’AMBN. Une
expérience éventuelle serait d’administrer le lentivirus codant pour l’AMBN, à l’aide d’une
mini-pompe osmotique, dans un animal ayant subi une ablation de la moelle osseuse (Suva
et aÏ. 1993; Kuroda et al. 2005b). Suite à la transduction de ces cellules par le lentivirus, la
protéine s’incorporerait dans la matrice en formation et nous permettrait de déterminer,
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sans équivoque, l’effet thérapeutique direct de l’ÀMBN sur la formation et la résorption
osseuse.
Il est à noter que l’approche de transgénèse locale ne se limite pas seulement aux protéines
matricielles, elle peut aussi être appliquée à des facteurs de transcription (e.g. SOX-9), à
des molécules de signalisation et à des enzymes (e.g. phosphatase alkaline) impliqués dans
le développement et la biologie de l’os. Par exemple, l’endopeptidase PHEX membranaire
est fortement exprimée dans l’os, les dents et divers tissous mous (Kuroda et aï. 2005a;
revue de The Hyp Consortium 1995). En effet, cette enzyme régulerait la réabsorption
rénale du phosphate en contrôlant l’activité de la molécule circulante phosphatonine (Rowe
1997; Ruchon et aï. 1998b). La mutation de ce gène conduirait à une présence accrue de la
phosphatonine dans la circulation et donc à une forme d’hypophosphatémie. Ces animaux
ont un défaut de minéralisation qui résulte en une augmentation de l’ostéoïde (Ruchon et aï.
1998a). Les études actuelles ont montré que l’introduction du gène PHEX dans un animal
déficient pouvait mener au rétablissement partiel du phénotype osseux (Ruchon et aï. 2000;
Bai et aï. 2002; Liu et al. 2002). Une forme soluble de PHEX a aussi été élaborée (Erben et
al. 2005) et pourrait être un jour utilisée pour le traitement de cette maladie. L’emploi d’un
lentivirus codant pour le gène de PHEX dans un animal hypophosphatémique serait une
alternative pour l’expression locale et ciblée aux cellules ostéogéniques. Ces études
permettraient des avancées majeures dans la compréhension de ses mécanismes d’action
dans les tissus calcifiés.
Conclusion
Une connaissance et une caractérisation approfondies des évènements cellulaires et
extracellulaires menant à la formation des tissus calcifiés sont essentielles afin de
développer des agents bioactifs à action spécifique pour le traitement de leurs pathologies.
Les PNCs représentent des composantes mineures des tissus minéralisés, mais elles y
jouent un rôle essentiel. Malgré les nombreuses études dans ce domaine, leur dynamique et
leur fonction précise durant ce processus restent encore obscures.
Le système de mini-pompe osmotique permet d’infuser des agents pharmacologiques dans
une fenêtre chirurgicale afin de cibler aussi bien le tissu osseux que les tissus de l’organe
dentaire. Ce travail nous a permis de démontrer i) l’implication de l’OPN circulante durant
la formation osseuse, ii) l’importance de variants moléculaires de la BSP sur sa capacité à
interagir avec les HA et iii) sa combinaison au transfert de gène permet de transfecter
efficacement les tissus calcifiés.
Notre modèle d’infusion locale n’est pas seulement limité aux PNCs des tissus calcifiés, il
serait aussi approprié pour étudier le mécanisme d’action de diverses molécules, incluant
les facteurs de transcription, les enzymes et les molécules de signalisation. L’administration
locale de vecteurs viraux, créés à l’aide des outils disponibles dans le domaine de la
biologie moléculaire (e.g. ARNi, système Cre-LoxP, promoteur spécifique), nous permettra
d’obtenir diverses conditions transgéniques qui faciliteront le dépistage et l’analyse
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fonctionnelle de plusieurs gènes. L’adaptation du modèle de la fenêtre chirurgicale à la
souris offre maintenant la possibilité d’étudier la fonction des PNCs autant dans les
animaux normaux que ceux présentant des défauts génétiques osseux ou dentaires.
Les maladies des tissus calcifiés ont un impact majeur sur la qualité de la vie d’une grande
proportion de la population et entraînent des coilts élevés à la société. Les nouvelles
perspectives pour examiner in vivo les aspects fonctionnels des PNCs et l’utilisation de la
thérapie génique pour en moduler l’expression apporteraient des informations utiles quant à
la compréhension de la morphogenèse des tissus calcifiés et pourront un jour apporter des
solutions thérapeutiques à ses diverses maladies telles que l’athérosclérose et les métastases
osseuses.
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